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RÉSUMÉ ABSTRACT
Composition et mécanismes de formation des troubles physico-
chimiques dans les produits cidricoles
La formation de troubles physico-chimiques pendant le stoc-
kage de boissons clariﬁ ées préoccupe la ﬁ lière cidricole. Ces 
troubles sont dus à des interactions entre différents consti-
tuants de la boisson, générant des agrégats visibles. Ce tra-
vail présente un double objectif : étudier la composition des 
troubles aﬁ n de déterminer les familles chimiques impliquées, 
puis étudier les mécanismes des interactions responsables 
de l’apparition de ces troubles. Pour cela, la composition des 
troubles a été analysée dans trois boissons cidricoles (cidre, jus 
de pomme et pommeau). Les résultats ont montré l’implication 
des composés phénoliques et ont conduit à l’hypothèse selon 
laquelle l’oxydation de ces composés jouerait un rôle prépon-
dérant dans leur agrégation. Des protéines ont également été 
dosées en grandes concentrations dans des troubles de jus de 
pomme, suggérant leur implication dans leur formation. Ces 
hypothèses ont été vériﬁ ées par deux approches en solutions 
modèles : en modèle pommeau et en modèle jus de pomme. 
Ces travaux ont mis en évidence des troubles de différentes 
natures en fonction de la boisson étudiée. D’une part, les 
troubles des cidres et des pommeaux s’expliqueraient essen-
tiellement par l’auto-agrégation des procyanidines oligomères 
consécutive à leur oxydation. Les marqueurs moléculaires 
impliqués dans la formation de trouble réversible ont pu être 
identiﬁ és. D’autre part, les troubles de certains jus de pomme, 
relativement pauvres en composés phénoliques et riches en 
protéines, seraient provoqués par la dénaturation de protéines 
de défense des plantes qui s’agrègeraient entre elles, en inte-
raction avec des procyanidines oligomères. 
Composition and mechanisms of physico-chemical haze 
formation in apple-based beverages
Physico-chemical haze appearance during storage of clariﬁ ed 
apple-based beverages is a concern for producers. These hazes 
are caused by interactions between several constituents of 
the beverage that lead to the formation of visible aggregates. 
This work had two main goals: analyze the composition of 
hazes in order to determine which families of compounds 
are responsible for their formation, and understand which 
mechanisms are involved. First, the composition of the haze 
gathered from three apple-based beverages (cider, apple 
juice and pommeau) was analyzed. The results revealed the 
implication of phenolic compounds and led to the hypothesis 
that their oxidation was probably one of the main factors 
responsible for haze formation. Proteins were found in quite 
large quantities in some apple juice hazes, which suggests 
their involvement in haze formation in this beverage. These two 
hypotheses have been veriﬁ ed using two model approaches: 
in a model pommeau and in a model apple juice. This work 
evidenced that different kinds of hazes exist in apple-based 
beverages. On the one hand, haze in pommeaux and ciders 
is mainly explained by procyanidin oligomers self-aggregation 
induced by their oxidation, with possible interactions with 
other beverage constituents. On the other hand, haze in some 
apple juices, which probably contain low polyphenol and high 
protein levels, is triggered by “Pathogenesis-Related Proteins” 
denaturation that lead to their self-aggregation, in interaction 
with oligomeric procyanidins. 
Keywords: Aggregation, Interactions, Polyphenols, 
Pathogenesis-Related Proteins
Mots-clés : Agrégation, Interactions, Polyphénols, « Pathogenesis-
Related Proteins »
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La formation de trouble, après embouteillage et malgré une clarification préalable, est 
une source de préoccupation pour les producteurs de boissons cidricoles. En effet, bien qu’elle 
n’ait la plupart du temps aucun effet sur les qualités gustatives, la présence de trouble, et surtout 
de précipité, dans une boisson supposée être limpide est souvent source d’un rejet de la part des 
consommateurs ou des distributeurs.  
Ces troubles peuvent être d’origine microbiologique, cristalline ou physico-chimique. 
Ces derniers, précisément étudiés dans ce travail, seraient causés par des interactions impliquant 
différents constituants des boissons, à l’origine de la formation d’agrégats atteignant parfois 
une taille suffisante pour devenir visibles à l’œil nu et même, dans certains cas, pour précipiter. 
En particulier, protéines, composés phénoliques et polysaccharides sont capables d’interagir les 
uns avec les autres et peuvent, par conséquent, être impliqués dans la formation de troubles 
dans les boissons. Ainsi, dans les bières, les troubles proviendraient d’interactions entre certains 
composés phénoliques et des protéines riches en proline, dont la structure ouverte favorise 
l’établissement de liaisons non covalentes de type hydrophile et/ou hydrophobe. En revanche, 
dans les vins blancs, le trouble serait provoqué par la dénaturation de certaines protéines, suite 
à des conditions de conservation inadaptées, dont les zones hydrophobes seraient alors 
exposées, favorisant ainsi l’établissement d’interactions hydrophobes et la formation 
d’agrégats. Le rôle des polysaccharides dans la formation de trouble a également été étudié et 
leur effet semble complexe. En effet, certains présenteraient un effet protecteur en limitant les 
interactions entre les autres composés, ou en favorisant la solubilité de complexes déjà formés, 
tandis que d’autres auraient l’effet contraire. En revanche, peu d’études concernent les produits 
cidricoles, pour lesquels les causes et les mécanismes de formation des troubles restent 
inexpliqués. Cependant, quelques données disponibles dans la littérature, laissent à penser que 
les polyphénols, en lien avec leur sensibilité à l’oxydation, joueraient un rôle important dans 
l’instabilité des boissons cidricoles.  
Par rapport aux vins blancs et aux bières, très étudiés pour la compréhension de la 
formation des troubles, les boissons cidricoles sont très riches en composés phénoliques. En 
effet, elles sont, en France, produites à partir de variétés de pommes à cidre, beaucoup plus 
riches en polyphénols que les pommes de table. En particulier, les pommes à cidres sont riches 
en procyanidines, oligomères et polymères de catéchines très hydrosolubles mais connues pour 
leur capacité à interagir avec les macromolécules présentes dans le milieu. En outre, les 
composés phénoliques sont très facilement sujets à l’oxydation, enzymatique ou non-
4 
 
enzymatique, qui forme des produits aux propriétés parfois très différentes des composés natifs. 
Les boissons cidricoles contiennent, de plus, de faibles quantités de protéines qui ont été peu 
étudiées. En particulier, la fermentation par les levures consomme une partie des protéines lors 
de la transformation du jus de pomme en cidre. 
Dans ce contexte, cette thèse vise à fournir des éléments de compréhension concernant 
les facteurs et les mécanismes biochimiques et physico-chimiques de la formation des troubles 
en bouteille dans trois boissons cidricoles : les cidres, les jus de pomme limpides, et les 
pommeaux. Ces résultats trouveront une valorisation par la proposition de solutions permettant 
de les prévenir ou tout au moins de les limiter.  
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 Contexte économique et enjeux 
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La filière cidricole française se caractérise par l’utilisation d’un verger spécifique de 
pommes dites « à cidre » destinées à la transformation. Ainsi, 9000 ha produisent en moyenne 
260 000 t de fruits à cidre par an6. La production est très régionalisée et centrée sur les régions 
Bretagne, Normandie qui constituent le plus grand bassin cidricole d’Europe. Aujourd’hui, 80 
% de la production de pommes à cidre est sous contrat avec les 2 principales Organisations de 
Producteurs assurant la transformation (le groupe coopératif Agrial et la coopérative Les 
Celliers Associés). Des boissons artisanales sont aussi produites par une quarantaine de petits 
transformateurs, et environ 500 cidriers assurent à la fois la production et la transformation 
(produits dits « fermiers »)7. 
La filière cidricole française produit une grande diversité de boissons, le cidre étant le 
produit phare. En effet, plus d’un million d’hectolitres de cidre ont été produits en 2009, dont 
90 % ont été consommés en France8. Cela représente 65 % de la production de pommes à cidre. 
La moitié du cidre vendu en France en 2013 l’a été dans la grande distribution pour un chiffre 
d’affaire de 119,1 M€ en 2013.  
Par définition, le cidre français est « une boisson issue de la fermentation d’un moût de pomme 
ou d’un mélange de moûts de pommes et de poires fraiches, extraits avec ou sans addition d’eau 
»9. Des moûts concentrés peuvent donc être utilisés mais ne doivent pas dépasser 50 % du 
volume total, ce qui distingue le cidre français de la plupart des cidres étrangers. Le cidre 
français est pétillant, naturellement ou par adjonction de CO2. Les cidres contiennent au 
minimum 1,5 % d’alcool9.  
Par ailleurs, 15 % des pommes sont destinées à la production de jus de pomme, de jus 
concentré ou de vinaigre. Parmi les jus de pomme, deux catégories sont distinguées : les jus 
troubles, présentant encore une partie de la pulpe du fruit en suspension et les jus limpides qui 
ont été clarifiés classiquement par une dépectinisation combinée à des opérations de 
centrifugation et/ou de microfiltration. Seul ce second type de jus de pomme est considéré dans 
les travaux décrits dans ce manuscrit.  
Le Calvados, eau-de-vie de cidre la plus connue et la plus vendue en France, a été 
produit à hauteur de 18 000 hL en 2010 dont 50 % étaient destinés à l’export8. Cette boisson 
contient au minimum 40 % d’alcool. D’autres eaux de vie de cidre sans l’appellation contrôlée 
« Calvados » sont également produites de façon plus confidentielle. 
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Le pommeau, qui représentait 7 000 hL en 20097, est un vin de liqueur de pomme, qui 
provient d’un mélange de moût de pomme (60 %) ayant subi un début de fermentation (titre 
alcoométrique supérieur à 0,5 %), et d’eau-de-vie de cidre à 40 % d’alcool, vieillie en fût 
pendant au minimum 1 an. Le pommeau doit être vieilli en fût pendant au minimum 14 mois 
avant d’être commercialisé, et son titre alcoométrique final doit être compris entre 16 et 18 %9.  
Enfin, plusieurs autres boissons existent telles que le poiré, qui est un cidre de poire, ou 
encore d’autres mistelles ou eaux-de-vie moins connues. 
Depuis les années 1960, la consommation domestique de cidre est en baisse continue, 
passant de 35,9 L/an/habitant en 1960 à environ 6,9 L/an/habitant en 2001 et enregistre depuis 
une faible diminution régulière année après année6. Cependant, toutes les boissons alcoolisées 
sont concernées par cette diminution de la consommation et les vins de table sont notamment 
très touchés avec une diminution du volume consommé par habitant de 74 % depuis 19606. 
Globalement, la consommation d’alcool pur par adulte a diminué de plus d’un tiers. Plus 
récemment, les volumes de cidre vendus continuent de diminuer (- 1,9 % entre 2012 et 2013) 
mais la valeur monétaire totale est en hausse (+ 3,2 % entre 2012 et 2013)10. Cela traduit une 
tendance de diminution des volumes consommés au profit de la recherche de qualité. En effet, 
en 2016, FranceAgriMer a réalisé une étude prospective de la filière cidre et a dressé 5 scénarii 
de l’évolution possible de la filière à l’horizon 20306. Parmi ces scénarii, le seul permettant la 
conservation du type de cidre à la française tel que nous le connaissons actuellement évoque la 
nécessité d’une montée en gamme passant par un contrôle de la stabilité du produit. Les autres 
produits cidricoles alcoolisés tels que les pommeaux devront très probablement aussi devenir 
des produits de luxe pour assurer leur survie sur un marché où les politiques anti-alcool se 
renforcent. 
Pour une telle montée en gamme, tous les aspects régissant l’attractivité des produits 
doivent être considérés. Si la communication et le marketing jouent un rôle dans l’acte d’achat, 
ce sont les qualités organoleptiques qui sont considérées comme les facteurs majeurs de choix 
d’un produit6. Les saveurs et les arômes sont les principaux critères de qualité évoqués par les 
consommateurs mais la couleur, l’effervescence, la brillance et la limpidité constituent 
également des facteurs d’évaluation important.  
Or, l’apparition de trouble en bouteille dans les cidres et surtout dans les pommeaux est 
un problème préoccupant pour les acteurs de la filière (communication personnelle, rapports de 
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l’A.R.A.C11). En effet, les producteurs se font régulièrement retourner leur production par les 
revendeurs lorsqu’un trouble apparaît en bouteille avant la vente du produit. Cela est 
particulièrement vrai lorsque les produits sont vendus dans la grande distribution, qui applique 
des limites strictes en termes de turbidité. Ainsi, jusqu’à 50 % d’une production de cidre peut 
être retournée au producteur (communication personnelle) et l’impact économique est 
important lorsque l’on sait que 50 % des cidres sont vendus dans la grande distribution10. Les 
jus de pomme limpides seraient également concernés par ce problème si l’ajout d’agents 
clarifiants (gélatine) n’était pas systématique. Pourtant, ces agents ont un impact sur les qualités 
gustatives et nutritionnelles du produit, notamment à cause de l’adsorption des polyphénols. En 
outre, les consommateurs recherchant de plus en plus des produits contenant peu ou pas 
d’additifs, les producteurs se tournent vers des solutions technologiques permettant de limiter 
les ajouts d’intrants. Par conséquent, il apparait nécessaire que des solutions technologiques 
soient trouvées pour contrôler l’apparition de turbidité en bouteille dans les cidres, pommeaux 
et jus de pomme, tout en permettant la conservation des qualités organoleptiques des produits.  
Dans ce contexte, un financement du Compte d’affectation spéciale pour le 
Développement Agricole et Rural (CasDAR) a été obtenu pour un projet sur les troubles des 
boissons regroupant des acteurs des filières cidricole, vinicole et brassicole, projet dans lequel 
s’est inscrit ce travail de thèse. Ce projet, intitulé « La déstabilisation colloïdale des boissons 
limpides (jus de pomme limpide, cidre, pommeau, bière et vins rouge et blanc) : recherche sur 
les mécanismes impliqués et développements d’itinéraires technologiques de prévention » a un 
double objectif. D’une part, il doit permettre de lever les verrous concernant la connaissance 
des facteurs et des mécanismes de formation du trouble dans ces boissons. D’autre part, il a 
pour objectif de proposer des solutions technologiques pour lutter contre l’apparition de trouble. 
Pour cela, plusieurs acteurs sont réunis : l’Institut Français des Productions Cidricoles (IFPC) 
et l’unité BIA (Biopolymères, Interactions, Assemblages) de l’Institut National de Recherche 
Agronomique (INRA) représentent la filière cidricole ; l’Institut Français de la Vigne et du Vin 
(IFV) et l’unité Science Pour l’œnologie (SPO) de l’INRA représentent la filière vinicole ; 
l’Institut Français de Brasserie et de Malterie (IFBM) représente la filière brassicole et l’Ecole 
Normale Supérieure (ENS) apporte un soutien théorique sur les aspects physico-chimiques. Le 
travail de thèse présenté dans ce document est couplé à ce projet pour la partie concernant la 
compréhension des facteurs et des mécanismes intervenant dans la formation des troubles dans 
les boissons cidricoles. Cela nous a permis de bénéficier des moyens techniques et de l’expertise 
des différents partenaires. 
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Ce travail est cohérent avec les objectifs de l’Unité Mixte de Technologie (UMT) 
ACTIA Nova²Cidre, en particulier l’acquisition de connaissances dans le domaine des qualités 
sensorielles des produits cidricoles. Il s’inscrit également dans les missions de l’Institut 
Français des Productions Cidricoles (IFPC) relatives aux produits cidricoles transformés en 
apportant des connaissances permettant à la fois d’adapter les caractéristiques sensorielles des 
produits aux attentes des consommateurs et de garantir la stabilité des produits. Enfin, ce travail 
est cohérent avec le projet scientifique de l’équipe INRA BIA-PRP visant à comprendre la 
réactivité et l’interactivité des composés phénoliques dans des boissons issues de fruits. 
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1 Constituants macromoléculaires des boissons à base de pommes 
1.1 Les composés phénoliques de la pomme  
Les composés phénoliques sont directement impliqués dans de nombreuses 
caractéristiques physico-chimiques, organoleptiques et nutritionnelles des produits alimentaires 
dérivés de fruits. Outre leur implication dans la formation de trouble dans les boissons, ce sont 
les principaux acteurs de la couleur des produits à base de pomme : la coloration jaune-orangé 
d’un jus ou d’un cidre est due à l’oxydation de certains composés phénoliques lors des procédés 
de transformation12. Certains polyphénols possèdent des propriétés tannantes, c’est-à-dire une 
capacité à induire la précipitation des protéines. Ces propriétés sont responsables de 
l’astringence des boissons par interaction entre des protéines salivaires et une catégorie de 
polyphénols, les procyanidines ou tanins condensés13-15. Ces derniers provoquent également la 
sensation d’amertume en interagissant avec des récepteurs situés sur la langue16-17. Certains 
polyphénols tels que les acides hydroxycinnamiques sont précurseurs de composés volatiles 
contribuant à l’arôme du cidre18.  
Les pommes à cidre sont jusqu’à dix fois plus riches en composés phénoliques que les 
pommes de table19-21. En effet, dans certaines variétés de pommes à cidre, les composés 
phénoliques peuvent représenter jusqu’à 7 g par kilogramme de matière fraiche de 
parenchyme20. Le transfert des composés phénoliques au moût lors du pressage dépend pour 
beaucoup de la variété de pomme, allant par exemple de 57 % chez ‘Avrolles’ à 77 % chez 
‘Kermerrien’, mais avoisine en moyenne les 42 %22-23. Le transfert des polyphénols au moût 
dépend aussi beaucoup de la nature des composés.  
Les composés phénoliques présentent des structures diversifiées, se différenciant par le 
nombre et l’enchainement des noyaux aromatiques, le nombre et la position des groupements 
hydroxyles ainsi que la présence de substituants (groupes alkyls, glycosyles, acides 
organiques…) Ils sont classés en deux grandes catégories : les acides phénoliques et les 
flavonoïdes. 
1.1.1 Les acides phénoliques 
Cette classe regroupe les acides hydroxybenzoïques et les acides hydroxycinnamiques. 
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1.1.1.1 Les acides hydroxybenzoïques 
Les acides hydroxybenzoïques ont une structure de base de type C6-C1 (Figure 1). Trois 
structures principales se distinguent par les substituants du cycle aromatique : l’acide para-
hydroxybenzoïque (R = H), l’acide protocatéchique (R = OH) et l’acide vanillique (R = OCH3). 
Ces composés sont très peu représentés dans les pommes matures. 
 
Figure 1 : Les acides hydroxybenzoïques 
1.1.1.2 Les acides hydroxycinnamiques et leurs dérivés 
Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques constituent la deuxième classe la plus 
abondante dans les pommes et leurs produits, après les flavan-3-ols. Leur structure de base est 
de type C6-C3, constituée d’un maillon propénoïque lié au noyau aromatique (Figure 2). Ils 
appartiennent ainsi à la famille des phénylpropanoïdes. Trois composés se distinguent en 
fonction des substituants du groupe phénolique : l’acide para-coumarique, l’acide caféique et 
l’acide férulique (Figure 2).  
 
Figure 2 : Les acides hydroxycinnamiques 
 
L’acide caféique et l’acide p-coumarique sont présents dans la pomme, principalement 
sous leur forme conjuguée avec l’acide quinique et forment ainsi les acides caféoylquiniques et 
para-coumaroylquiniques. L’acide 5’-caféoylquinique (Figure 3) est le plus abondant dans la 
pomme à cidre, avec des concentrations pouvant aller jusqu’à 1 g/kg de matière fraiche de chair 
de pomme20, 24-27. Ces fortes concentrations se retrouvent dans les jus de pomme à cidre qui 
peuvent en contenir jusqu’à 1 g/L22, 28. Après fermentation, certains cidres peuvent être plus 
Acides hydroxycinnamiques R 
Acide p-coumarique H 
Acide caféique OH 
Acide férulique OCH3 
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faiblement concentrés, voire dépourvus d’acides caféoylquiniques, alors que, dans d’autres, 
leur concentration reste stable et atteint des valeurs autour de 0,8 g/L29-30. La pomme à cidre 
contient également de l’acide 4’-para-coumaroylquinique (Figure 4) dans des concentrations 
de l’ordre de 100 mg/kg de matière fraiche de chair de pomme20, 24-26. Dans les pommes de 
table, les concentrations n’excèdent pas 300 mg/kg de matière fraiche pour l’acide 5’-
caféoylquinique et 70 mg/kg pour l’acide 4’-para-coumaroylquinique27. 
 
Figure 3 : Acide 5'-caféoylquinique 
 
Figure 4 : Acide 4'-para-coumaroylquinique 
Le terme « acide chlorogénique » est parfois utilisé dans la littérature mais son sens peut 
être ambigu. En effet, l’acide chlorogénique se rapporte le plus souvent à l’acide 5’-
caféoylquinique mais Clifford désigne par le terme « acides chlorogéniques » l’ensemble des 
esters quiniques des acides hydroxycinnamiques31. 
Les acides hydroxycinnamiques représentent 4 à 18 % des composés phénoliques de 
pommes selon Vhrosek et ses collaborateurs27 mais en moyenne 26 % selon le groupe de 
Verdu23. Chez ces derniers auteurs, cette proportion augmente beaucoup dans les jus pour 
atteindre 43 % en raison d’un taux d’extraction élevé lors du pressage (67 % en moyenne). 
Ainsi, ils sont présents dans les jus dans des concentrations comprises entre 137 et 1788 mg/L. 
Dans les cidres, ils ont été estimés à des concentrations allant de 68 à 1039 mg/L29. 
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1.1.2 Les flavonoïdes 
Les flavonoïdes, représentés majoritairement par les flavan-3-ols, constituent la classe 
de polyphénols la plus abondante dans la pomme et ses produits. Ils possèdent un squelette 
commun de 15 atomes avec une structure de base de type C6-C3-C6 et se caractérisent par deux 
noyaux benzéniques reliés par une chaîne propyle (Figure 5). Les deux noyaux aromatiques 
sont nommés A et B et l’hétérocycle central est appelé cycle C.  
 
Figure 5 : Squelette carboné des flavonoïdes 
Dans la pomme, quatre sous-classes de flavonoïdes se distinguent par le degré 
d’oxydation du cycle pyranique central C : flavan-3-ols, dihydrochalcones, flavonols et 
anthocyanes. Les noyaux A et B peuvent présenter différents schémas de substitution selon les 
molécules. 
1.1.2.1 Les flavan-3-ols 
Dans la pomme, on distingue les formes monomères (catéchines) des formes polymères 
(procyanidines). Cette famille représente entre 71 et 90 % des composés phénoliques de la 
pomme27. Dans d’autres espèces végétales telles que la vigne, il existe d’autres formes 
polymères appelées prodelphinidines. Avec les procyanidines, elles forment la famille des 
proanthocyanidines. 
 Les flavan-3-ols monomères 
Les flavan-3-ols monomères sont caractérisés par la présence d’un groupement 
hydroxyle en position 3 de l’hétérocycle central. Le noyau A est de type résorcinol avec deux 
fonctions hydroxyles en positions 5 et 7 et le noyau B est de type catéchol (fonctions hydroxyles 
en 3' et 4', (Figure 6). La présence de deux carbones asymétriques en C2 et C3 entraine la 
possibilité de quatre stéréoisomères. Seules deux formes sont identifiées dans la pomme : la 
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(+)-catéchine et la (-)-épicatéchine, cette dernière étant largement prédominante dans la pomme 
à cidre, les jus et les cidres20, 22, 24, 32-33. 
 
 
 
 
 
Figure 6 : Les catéchines 
Les teneurs en (-)-épicatéchine dans les pommes à cidre peuvent atteindre 1,41 g/kg de 
matière fraiche, mais sont généralement de l’ordre des 300-400 mg/kg. La (+)-catéchine peut 
atteindre 400 mg/kg avec des concentrations moyennes de 50 mg/kg20, 23, 34. Ces composés 
passent relativement bien dans le moût lors du pressage avec un taux moyen proche de 50 % 23. 
Ainsi, la concentration en catéchines totales varie dans les jus de quantités indétectables à 611 
mg/L22-23. Dans les cidres étudiés par Alonso-Salces et ses collaborateurs, les concentrations en 
catéchines sont plus faibles, pouvant atteindre 239 mg/L29. Cependant, l’évolution des 
concentrations en catéchines après fermentation semble dépendre des variétés de pommes 
utilisées. En effet, le groupe de Nogueira30 a mesuré pour certaines variétés une augmentation 
de la quantité totale des flavan-3-ols monomères correspondant à une faible baisse de la 
concentration en (-)-épicatéchine couplée à une augmentation de la concentration en (+)-
catéchine. Dans d’autres cas où la concentration du jus en (-)-épicatéchine est plus élevée, la 
teneur totale en flavan-3-ols monomères diminue au cours de la fermentation. 
Dans les pommes, les flavan-3-ols peuvent également être sous forme d’oligomères et 
de polymères appelés procyanidines ou tanins condensés. 
 Les flavan-3-ols oligomères et polymères  
Ces composés sont appelés tanins condensés en raison de leur capacité à faire précipiter 
les protéines. On les nomme également procyanidines. Parmi les composés phénoliques, les 
procyanidines sont les plus suspectées d’intervenir dans la formation de trouble dans les 
boissons. Elles jouent également un rôle dans la saveur des fruits et de leurs produits dérivés : 
l’augmentation du nombre d’unités constituant le polymère entraine une diminution de son 
amertume, mais également une augmentation de son astringence35.  
Flavan-3-ols R1 R2 
(+)-catéchine OH H 
(-)-épicatéchine H OH 
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Les tanins condensés sont les polyphénols les plus abondants dans les pommes et leurs 
produits dérivés pour la majorité des variétés avec une teneur totale de l’ordre de 2 g/kg de 
pommes à cidre et pouvant atteindre 5 g/kg20. Ainsi, ils représentent entre 49 et 86 % des 
polyphénols totaux des pommes à cidre22, 34. Cependant, ces auteurs ont mesuré dans les jus de 
ces mêmes pommes à cidre des proportions en procyanidines comprises entre 31 et 70 %. Ces 
résultats sont cohérents avec ceux d’autres auteurs rapportant une diminution de la proportion 
des tanins condensés de 65 à 51 % 23. Les concentrations en tanins condensés dans les jus sont 
donc comprises entre 0,3 et 3,5 g/L22, 34. Cette baisse de la concentration relative de ces 
composés s’explique par une extractibilité dans les jus moins importante que celle des acides 
hydroxycinnamiques. Dans les cidres, la concentration en procyanidines dépend pour beaucoup 
des procédés mis en œuvre pour sa fabrication29. Ces auteurs rapportent des concentrations 
allant de valeurs trop faibles pour être détectées à 1 g/L. D’autres auteurs mentionnent des 
valeurs allant jusqu’à 1,4 g/L dans des cidres monovariétaux30. Selon cette étude, la 
concentration en procyanidines ne semble pas affectée par la fermentation.  
Les procyanidines (Figure 7) se différencient selon leurs unités constitutives, leur degré 
de polymérisation, la nature et position des liaisons interflavaniques et la stéréochimie de 
l’ensemble. Dans les pommes, les procyanidines sont principalement constituées de (-)-
épicatéchine, les (+)-catéchines intervenant parfois en tant qu’unités terminales. Selon les 
variétés, la (+)-catéchine peut représenter jusqu’à 9 % du total des unités constitutives des 
procyanidines20. 
 
Figure 7 : Structure globale des procyanidines 
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Le degré de polymérisation (DP) correspond au nombre d’unités catéchines par 
molécule de procyanidine. Le degré de polymérisation moyen (DPm) est utilisé pour 
caractériser des mélanges de procyanidines de différents DP. Dans la pomme à cidre, le DPm 
est généralement compris entre 4 et 7, mais peut atteindre des valeurs supérieures à 40 dans 
certaines variétés20. En raison d’une moins bonne extractibilité dans les jus des polymères de 
haut poids moléculaire, le DPm des jus de pomme est légèrement plus faible que dans les 
pommes22. Cela s’explique par la rétention des procyanidines de haut DP dans les marcs lors 
du pressage, en raison de leur adsorption sur les parois cellulaires36. Cependant, dans le cas de 
la variété Avrolles, très riche en polyphénols de haut DP, le DPm passe de 34,9 à 34,1 entre la 
pomme et le jus22. Ainsi, des procyanidines très polymérisées peuvent aussi être présentes dans 
les jus. Dans les cidres, Alonso-Salces et ses collaborateurs ont estimé des DPm compris entre 
1,6 et 14,229. 
Le type de liaison interflavanique permet de distinguer deux catégories de 
procyanidines. Les procyanidines de type B présentent une seule liaison carbone-carbone (C4-
C6 ou C4-C8), alors que les procyanidines de type A possèdent en plus une liaison éther 
(carbone-oxygène-carbone) reliant C2 et C7 ou C2 et C5 (Figure 8). Dans la pomme, seules des 
liaisons de type B ont été décrites37, mais des procyanidines de type A ont été identifiées dans 
d’autres produits végétaux. Les liaisons interflavaniques les plus courantes dans la pomme sont 
les C4-C838. Cependant, des procyanidines de type A peuvent être formées dans les produits de 
la pomme par action de la polyphénoloxydase sur des procyanidines de type B39-40. 
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Figure 8 : Procyanidines de types B (B2 et B5) et procyanidines de type A (A2 et A5) 
La procyanidine majoritaire de la pomme a été partiellement caractérisée en 1966 41 et 
sa structure a été précisée en 1969 42. Il s’agit de la procyanidine B2 qui est le dimère (-)-
épicatéchine-(C4-C8)-(-)-épicatéchine. La présence d’une autre procyanidine de type B, la 
procyanidine B1, a été démontrée par Thompson et ses collaborateurs40 en 1972 qui l’ont 
également isolée. Il s’agit du dimère (-)-épicatéchine-(C4-C8)-(+)-catéchine. La procyanidine 
B5 a été identifiée dans la pomme à cidre25, 38, 40, 43-46 comme le dimère (-)-épicatéchine-(C4-
C6)-(-)-épicatéchine. Enfin, la procyanidine B3, le dimère (+)-catéchine-(C4-C8)-(+)-catéchine 
aurait été identifié dans la pomme par deux auteurs47-48. 
 Deux trimères et un tétramère ont également été caractérisés dans la pomme et ses 
produits dérivés. Le trimère C1 est constitué de trois unités (-)-épicatéchine liées en C4-C8 38, 
40, 44-46. Le trimère EC-B5 correspond à trois unités (-)-épicatéchine liées en C4-C6 44. Enfin, le 
tétramère D1 possède 4 sous-unités (-)-épicatéchine liées en C4-C838, 40. 
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La procyanidine B2 représente 20,1 % du total des tanins de la pomme à cidre en 
moyenne22. Les formes dimériques ne forment donc pas la fraction de procyanidines la plus 
abondante. Or, la procyanidine B2 a longtemps été la seule quantifiée et utilisée pour définir le 
contenu total en procyanidines des échantillons. La quantité de tanins a donc souvent été sous-
estimée. Cependant, la procyanidine B2 présente un meilleur rendement d’extraction dans le 
jus que les flavanols monomères, probablement en raison de sa plus grande solubilité dans 
l’eau23. 
1.1.2.2 Les dihydrochalcones 
Les dihydrochalcones dérivent des chalcones et ne possèdent pas d’hétérocycle central 
(Figure 9). Dans la pomme, cette classe de polyphénols est représentée par des glycosides de 
phlorétine. La phloridzine (phlorétine-5-O-glucoside) et le xyloglucoside de phlorétine 
(phlorétine-2’-xyloglucoside) sont les plus abondantes et les plus largement décrites24, 33, 44, 49-
51. La phlorétine-2’-O-(2’’-O-xylosyl)glucoside et la phlorétine-2′-O-glucoside sont également 
présentes dans la pomme à cidre25. Enfin, le glucoside et le xyloglucoside de 3-
hydroxyphlorétine ainsi que la 3-hydroxyphloridzine et la 3-hydroxyphlorétine sous forme de 
traces ont également été détectées dans la peau33. Ces nouvelles dihydrochalcones sont 
présentes en quantités négligeables par rapport à la phloridzine et au xyloglucoside de 
phlorétine. 
 
Figure 9 : Les dihydrochalcones. Glc : glucose ; Xyl : 
Xylose 
 
Dans la pomme à cidre, les dihydrochalcones sont présentes à des concentrations de 
quelques dizaines de mg par kg de matière fraiche, la phloridzine étant légèrement plus 
représentée que le xyloglucoside de phlorétine20, 22. Elles représentent 2 à 6 % des composés 
phénoliques des pommes27. Les concentrations dans les jus semblent légèrement plus élevées 
tout en restant du même ordre8 et elles ne semblent pas évoluer durant la fermentation29-30. Bien 
Dihydrochalcone R 
Phlorétine H 
Phloridzine Glc 
Xyloglucoside de phlorétine Glc-Xyl 
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qu’en faibles concentrations, les dihydrochalcones servent de marqueurs pour distinguer les 
pommes et en particulier leurs jus des autres fruits52. 
1.1.2.3 Les flavonols 
Les flavonols dérivent du quercétol (3-hydroxy-2-phénylchromèn-4-one). Dans la 
pomme, ils existent essentiellement sous forme glycosylée (Figure 10). Six formes 3-O-
glycosylées du quercétol ont été décrites dans différentes variétés de pommes à cidre : 
l’hypéroside (galactose), la quercitrine (rhamnose), l’isoquercitrine (glucose), la reynoutrine 
(xylose), la rutine (rutinose) et l’avicularine (arabinose). Durant la fermentation, les glycosides 
sont convertis en aglycones ce qui explique la présence de quercétol dans les cidres alors qu’il 
n’est pas détectable dans les pommes et dans les jus29. 
 
 
 
 
Figure 10 : Les flavonols 
 
Les flavonols sont en partie responsables de la couleur jaune de l’épiderme des pommes, 
où ils se trouvent en majorité. Ils sont peu extraits dans le jus durant le pressage (18 %)23. Ce 
sont les polyphénols les moins abondants dans les boissons issues de la pomme. 
1.1.2.4 Les anthocyanes 
Les anthocyanes sont des pigments uniquement présents dans la peau des pommes 
rouges ou dans la chair des variétés à chair rouge. Elles sont donc absentes de la chair des 
pommes à cidre classiques ainsi que des jus. Leur concentration totale dans les pommes à cidre 
est de l’ordre de 10 mg/kg27. 
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Ce sont des flavonoïdes dont le cycle C est entièrement conjugué et est glycosylé en 
position 3 (Figure 11). Dans la pomme, l’hétéroside majoritairement formé est l’idéaine ou 
cyanidol 3-O-galactoside27 (Figure 11).  
 
Figure 11 : L’idéaine 
 
1.2 Les polysaccharides  
Les polysaccharides sont des homo- ou hétéropolymères constitués par l’enchainement 
d’oses ou d’acides uroniques reliés par des liaisons glycosidiques. Ces liaisons se forment entre 
la fonction hémiacétal d’un ose et une des fonctions alcool primaire ou secondaire d’un autre. 
Différentes liaisons étant possibles, les polysaccharides peuvent être linéaires ou ramifiés.  
Les polysaccharides occupent deux grandes fonctions biologiques : il peut s’agir de 
composés de structure ou de réserve. Chez les végétaux et notamment dans la pomme, les 
polysaccharides de structure sont les principaux constituants des parois cellulaires avec la 
cellulose, les hémicelluloses et les pectines. L’amidon est quant à lui une forme de réserve 
prépondérante de la pomme avant maturité, comme chez de nombreux fruits. 
Lors des étapes de pressage et de cuvage, les polysaccharides des pommes vont en partie 
diffuser dans le moût. Leur diffusion dans les boissons dépend de plusieurs facteurs tels que la 
variété et la maturité des fruits et le procédé d’extraction. Dans le cas des produits fermentés, 
des polysaccharides comme les mannoprotéines peuvent également provenir des levures. 
1.2.1 Les polysaccharides de la pomme 
 L’essentiel des polysaccharides présents dans les boissons à base de pomme provient 
de diffusion dans le moût de polymères de nature pectique (arabinanes, arabinogalactanes, 
homogalacturonanes et rhamnogalacturonanes I et II) ou hémicellulosique (xyloglucanes, 
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xylanes). L’acide galacturonique représente alors environ 50 % (w/w) des oses d’origine 
pectique53.  
1.2.1.1 L’amidon 
L’amidon est la principale forme de stockage des végétaux. Il s’accumule durant la 
phase de croissance de la pomme puis est hydrolysé en ses oses constitutifs lors de la maturation 
du fruit. Il est donc peu présent dans les boissons réalisées à partir de pommes à maturité. 
Néanmoins, lorsque la température saisonnière est froide, il peut être présent en quantité non 
négligeable dans le jus, particulièrement en début de saison54. 
L’amidon est formé de deux homopolymères de D-glucose : l’amylose et 
l’amylopectine. L’amylose est un polymère linéaire constitué de 200 à 6000 unités liées en α-
(1-4) 55 (Figure 12). Elle prend une forme d’hélice constituée de 6 résidus glucose par tour et 
stabilisée par des liaisons hydrogènes entre les groupements hydroxyles et les molécules 
d’eau56. Cette hélice possède des propriétés hydrophiles en surface et hydrophobes à l’intérieur. 
 
Figure 12 : Structure de l'amylose. 
L’amylopectine, quantitativement plus importante est un polymère ramifié comportant 
des liaisons α-(1-4) et α-(1-6) (Figure 13). Dans les pommes, elle présente en forte proportion 
de longues chaines latérales constituées de plus de 37 unités de D-glucose57. 
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Figure 13 : Structure de l'amylopectine. 
Le rapport amylose/amylopectine dépend de la variété de la pomme et de son stade de 
maturation58. L’amylose représente entre 26 et 29 % de la masse de l’amidon dans six variétés 
de pommes étudiées par le groupe de Stevenson57. 
1.2.1.2 La cellulose 
La cellulose est le principal polysaccharide de structure des végétaux, représentant 15 à 
30 % de la paroi végétale à elle seule. 
La cellulose est un homopolymère linéaire de molécules de D-glucose liées par des 
liaisons β-(1-4). Le motif de répétition est le cellobiose, un dimère constitué de 2 glucoses 
orientés l’un par rapport à l’autre selon une rotation de 180°. Le nombre d’unités cellobiose de 
la cellulose est très variable dans le règne végétal, pouvant aller de quelques centaines à 
quelques dizaines de milliers59-60. Les molécules de cellulose s’associent entre elles par des 
liaisons hydrogènes et adoptent ainsi une structure fibrillaire. 
La cellulose n’est pas entrainée dans le moût lors du pressage en raison de son 
insolubilité. 
1.2.1.3 Les hémicelluloses 
Les hémicelluloses sont des hétéropolymères dont le squelette est composé de résidus 
D-pyranose liés en β-(1-4). Les pyranoses peuvent être du glucose, du mannose ou du xylose 
et les hémicelluloses sont essentiellement représentées par les glucomannanes, les xyloglucanes 
et les xylanes. Ces molécules, comme la cellulose, sont insolubles dans l’eau et sont donc 
faiblement présentes dans les moûts de pomme. 
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Dans les parois végétales, les hémicelluloses sont étroitement liées aux microfibrilles de 
cellulose par des liaisons hydrogènes. Elles sont principalement représentées par le 
xyloglucane. 
1.2.1.3.1 Les xyloglucanes 
Les xyloglucanes ont un squelette constitué de D-glucoses liés en β-(1-4) sur lequel sont 
branchées des unités d’α-D-xylose. Celles-ci peuvent être substituées par des résidus de D-
xylose, D-galactose, L-fucose ou L-arabinose61. La principale hémicellulose chez la pomme est 
le fucogalactoxyloglucane62-66 (Figure 14). 
 
Figure 14 : Structure chimique d’un fucogalactoxyloglucane de pomme. Adapté de Aspinall et 
Fanous, 1983 62. 
1.2.1.3.2 Les xylanes 
Les xylanes sont constitués d’un squelette linéaire de D-xyloses liés en β-(1-4). Ils 
peuvent être substitués par des acides glucuroniques méthylés ou non, des arabinoses ou être 
sous forme non substituée. La chaine principale peut également être acétylée. Les xylanes 
regroupent donc une multitude de polymères différents. 
 Les xylanes forment des liaisons via les arabinoses avec les lignines de la paroi 
végétale ce qui leur confère leur solidité. 
1.2.1.3.3 Les mannanes et (galacto)glucomannanes 
Les mannanes ont un squelette de D-mannoses liés en β-(1-4) tandis que celui des 
glucomannanes présente en plus une proportion moindre de D-glucose. Des unités α-D-
galactose peuvent se substituer sur les chaines principales et les composés sont alors appelés 
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galactomannanes et galactoglucomannanes. Des mannanes de faible poids moléculaires sont 
présents dans les parois de la pomme65-66. 
1.2.1.4 La pectine et les substances pectiques 
Les substances pectiques sont localisées au niveau de la lamelle moyenne et de la paroi 
primaire des fruits. Leur capacité à former un gel confère aux parois une souplesse à l’origine 
de leur résistance. De plus, certains composés pectiques ont un rôle dans la réponse aux 
agressions par des pathogènes. Ce sont les polysaccharides majoritaires dans les moûts. 
Les pectines sont des polysaccharides riches en acide galacturonique. Deux modèles 
sont proposés concernant leur structure (Figure 15). Le modèle traditionnel67 évoque une 
structure alternant des régions lisses constituées par une chaine principale d’acide α-
galacturonique lié en α-(1-4), appelée l’homogalacturonane (HG), et des régions dites « hairy » 
dont le squelette est constitué par le rhamnogalacturonane I (RG I) portant des ramifications de 
différentes natures. Le groupe de Vincken propose un modèle alternatif selon lequel le RG I 
constituerait la chaine principale et porterait différentes ramifications dont 
l’homogalacturonane68.  
 
Figure 15 : Différents modèles de structure de la pectine. (A) Modèle traditionnel dans lequel une 
alternance de régions homogalacturonane et rhamnogalacturonane I constitue le squelette de la 
pectine. Des résidus rhamnose peuvent être intercalés entre 2 régions HG (AIII). (AI) et (AII) 
représentent des hypothèses concernant la transition de HG vers RG I. (B), (C), (D) Modèles selon 
lesquels RG I constitue la chaine principale de la pectine et est décoré de chaines d’oses neutres 
(arabinanes et arabinogalactanes) et de chaines homogalacturonane/xylogalacturonane. Les trois 
modèles schématisent différentes répartitions possibles des chaines latérales. Extrait de Vincken et 
al., 2003 68. 
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1.2.1.4.1 L’homogalacturonane 
L’homogalacturonane est uniquement constitué d’un enchainement de résidus acide D-
galacturonique liés en α-(1-4)67. Pour les pectines isolées de la pomme, du citron ou de la 
betterave sucrière, le degré de polymérisation de ces molécules est estimé entre 70 et 12069-70. 
Les résidus acide galacturonique peuvent être méthylés en C6 par le méthanol ou acétylés par 
estérification des fonctions alcools secondaires de C2 et C3 par l’acide acétique. Le degré de 
méthylation (DM) est défini comme le nombre de moles de méthanol pour 100 mol d’acide 
galacturonique. 
Cette méthylestérification déterminant en partie les propriétés physiques des pectines, 
celles-ci sont classées en fonction de leur DM. Ainsi, celles de DM supérieur à 50 sont appelées 
« Pectines Hautement Méthylées » (HM pour High Methoxyl) et les autres sont appelées 
« Pectines Faiblement Méthylées » (LM pour Low Methoxyl).  Dans la pomme, on a observé 
une distribution aléatoire des groupements méthoxyl sur la chaîne homogalacturonane71-73 mais, 
dans d’autres végétaux, il semblerait qu’il existe une distribution de ces groupements par 
blocs74. Le degré d’acétylation est relativement faible dans les pommes comparé à d’autres 
végétaux comme la betterave sucrière75.  
Des chaines de 10 résidus d’acide galacturonique non estérifiés ont la propriété de 
former un gel en présence de calcium76. Cette propriété est utilisée dans la clarification des 
boissons à base de pomme sous le terme de clarification haute : le gel formé en présence de 
calcium a la capacité d’emprisonner les bourbes.  
1.2.1.4.2 Le rhamnogalacturonane I 
Le rhamnogalacturonane I (RG I) constitue le squelette des régions dites « hairy » de la 
pectine, sur lequel sont branchées les chaines latérales. Sa structure est relativement conservée 
chez les dicotylédones dont la pomme77 et il représenterait entre 7 et 14 % de la paroi. Il est 
constitué d’une alternance d’acides D-galacturoniques liés en α-(1-4) et de L-rhamnoses en α-
(1-2) (Figure 16)78-80. Le RG I est associé de façon covalente à l’homogalacturonane par un 
rhamnose. 
 
Figure 16 : Squelette du rhamnogalacturonane I 
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Une proportion de 20 à 80 % des rhamnoses de la chaîne rhamnogalacturonane seraient 
substitués en C4 par des enchaînements où prédominent des oses neutres tels que le L-arabinose 
et/ou  le D-galactose77, 81. Ces chaines latérales peuvent être constituées d’un à plus de cinquante 
résidus82 et forment les arabinanes, galactanes et arabinogalactanes.  
1.2.1.4.3 Les arabinanes, galactanes, arabinogalactanes et AGP 
Ces polymères constituent les chaines latérales du rhamnogalacturonane I auquel ils sont 
liés de façon covalente83. Ils ont notamment été isolés dans les pommes75. 
Les arabinanes sont constitués d’un squelette de résidus L-arabinose liés en α-(1-5) et 
portant en C2 et/ou en C3 de courtes chaines de L-arabinoses liés en α84-85 (Figure 17). 
 
 
 
Les galactanes sont des polymères linéaires de D-galactose lié en β-(1-4). 
Les arabinogalactanes sont classés selon deux types. Ceux de type I (AG I) sont 
constitués d’une chaîne principale de D-galactoses liés en β-(1-4) substituée en O3 par de 
courtes chaines de résidus de L-arabinose (Figure 18)81, 84, 86.  
 
Figure 18 : Structure des arabinogalactanes de type I 
  
Les arabinogalactanes de type II (AG II) sont des composés hautement ramifiés. Leur 
chaine principale est constituée de résidus D-galactose liés en β-(1-3) portant par endroits des 
Figure 17 : Structure des arabinanes 
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chaines de galactoses liés en β-(1-6) (Figure 19)53. Plus de 70 % des arabinoses sont en position 
terminale. Les autres forment de courtes chaines β-(1-5). Les arabinogalactanes de type II ont 
été caractérisés par le groupe de Vidal87 comme le polysaccharide le plus abondant dans les 
moûts de raisin en raison de leur solubilité. 
 
Figure 19 : Structure des arabinogalactanes de type II. 
 
Les arabinogalactanes de type II (AGII) peuvent être associés à des protéines et former 
ainsi des arabinogalactane-protéines (AGP). Le squelette est constitué de D-galactoses liés en 
β-(1-3) avec de courtes chaines latérales d’arabinose en α-(1-6)81, 84, 86, 88. La partie protéique 
est souvent riche en hydroxyproline et représente 5 à 20 % du poids de la molécule89. 
1.2.1.4.4 Le rhamnogalacturonane II 
Le rhamnogalacturonane II (RG II) est lié de façon covalente à la chaine HG90. 
Le RG II est un polysaccharide acide de faible masse moléculaire dont la structure est 
bien conservée au sein du règne végétal. Il possède un squelette homogalacturonane d’environ 
neuf unités D-galactose liées en α-(1-4) auquel sont substituées quatre chaines 
hétéropolymériques (Figure 20)87, 91. Ces chaines latérales sont constituées de douze oses dont 
certains sont rares et caractéristiques tels que le 2-O-methyl-L-fucose, le 2-O-methyl-D-xylose, 
l’apiose, l’acide acérique, le Kdo (acide 3-Deoxy-d-manno-2-octulosonique) et le Dha (acide 
3-Deoxy-d-lyxo-heptulosarique).  
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Le RG II possède également la particularité de pouvoir former des dimères en se liant à 
l’acide borique91 via les résidus d’apiose. Cette propriété influencerait la structure de la paroi 
végétale en reliant différentes molécules de pectine90. De plus, le groupe de Schols émet 
l’hypothèse que cette dimérisation du RG II via le bore permet d’expliquer le surplus d’HG par 
rapport au RG I92. En effet, il pourrait ainsi exister des chaines HG non reliées à des chaines 
RG I (Figure 21). 
Figure 20 : Structure du rhamnogalacturonane de type II 
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Figure 21 : Modèle de structure de la pectine selon lequel des chaines homogalacturonanes seraient 
reliées par des dimères RG II grâce à l’établissement de liaisons ester via le bore. Adapté de Schols 
et al., 200992. 
 
Le RG II a été caractérisé comme un polysaccharide majeur des vins et serait également 
présent en relativement grande quantité dans les jus de pomme et de raisin93-95. 
1.2.1.4.5 Les xylogalacturonanes 
Les xylogalacturonanes (XGA) sont des polymères constitués d’une chaîne principale 
d’acides galacturoniques liés en α-(1-4) substitués en β sur le O3 par un résidu terminal96 ou 
une courte chaîne de L-xylose lié en β-(1-2)97 (Figure 22). Certains acides galacturoniques sont 
estérifiés, qu’ils soient substitués ou non. 
 
Figure 22 : Structure des xylogalacturonanes 
Il est communément admis que les xylogalacturonanes sont situés en tant que chaines 
latérales des régions dites « hairy ». Cependant, Schols et ses collaborateurs92 émettent 
l’hypothèse de la présence de ces polymères entre l’homogalacturonane et le 
rhamnogalacturonane I sur la chaîne principale soit sous forme de frontière entre les deux 
régions, soit via un degré de xylosylation croissant de l’homogalacturonane (Figure 23). 
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Figure 23 : Le xylogalacturonane : une transition entre l'homogalacturonane et le 
rhamnogalacturonane. (A) XGA constituerait une région à part entière située entre HG et RG I. (B) 
La transition de HG vers RG I se ferait par une augmentation progressive du degré de xylosylation de 
l’homogalacturonane. Adapté de Schols et al., 200992. 
Dans les pommes, les xylogalacturonanes peuvent contenir jusqu’à 75 % de xylose96-98. 
1.2.2 Les polysaccharides provenant des levures 
Certains composants des boissons fermentées comme le cidre sont susceptibles de 
provenir des levures responsables de cette fermentation. Ainsi, certains polysaccharides des 
parois levuriennes peuvent être retrouvés dans ces boissons. On y retrouve principalement la 
chitine, des β-glucanes et des mannoprotéines. 
1.2.2.1 La chitine 
La chitine est un polymère de N-acétylglucosamine (2-acétamido-2-déoxyglucose) liée 
en β-(1-4) (Figure 24). Elle occupe une proportion très variable de la paroi selon le genre et 
l’espère de levure. Ainsi, elle ne représente que 1 à 2 % de la paroi de Saccharomyces 
cerevisiae99. 
 
Figure 24 : Structure de la chitine des parois de levures 
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1.2.2.2 Les β-glucanes 
Les β-glucanes représentent 50 à 65 % des parois de Saccharomyces cerevisiae99-100. 
Chez les levures, ce sont des homopolysaccharides de D-glucose constitués d’un squelette où 
les résidus sont liés en β-(1-3) avec des chaines latérales attachées en β-(1-6)101-106 (Figure 25). 
 
Figure 25 : Structure d'un β-glucane 
Les β-glucanes sont insolubles dans l’eau. 
1.2.2.3 Les mannoprotéines 
Les mannoprotéines (MP) représentent 35 à 40 % de la paroi de S. cerevisiae et font la 
jonction avec la membrane plasmique. Elles sont relarguées par les levures durant la 
fermentation alcoolique ou lors de l’autolyse des cellules levuriennes par la β-1-3-glucanase 
exogène107. Elles constituent l’un des polysaccharides majeurs du vin. 
Ce sont des composés fortement glycosylés dont la partie osidique est essentiellement 
constituée de mannose. Plusieurs types de mannoprotéines ont été mis en évidence, de tailles 
comprises entre 5 et 800 kDa108-109. Elles sont la plupart du temps classées en N-glycanes et O-
glycanes selon la position de la liaison entre le groupement mannane et la partie protéique. 
Dans le cas des N-glycanes, la partie glycosidique est liée à l’asparagine. Elle consiste 
en une longue chaîne de D-mannose lié en α-(1-6) et portant de nombreuses ramifications en α-
(1-2) et α-(1-3). Les parties glycosidiques et protéiques sont reliées par une double unité de N-
acétyl-glucosamine110-111. 
Pour les O-glycanes, la partie glycosidique est liée à la sérine ou la thréonine et est 
constituée de courtes chaines de D-mannose lié en α-(1-2) et α-(1-3)111. 
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1.3 Les protéines 
Peu de données sont disponibles concernant les protéines dans les jus de pomme et 
autres boissons cidricoles. Des dosages de protéines totales par test de Bradford sur des jus issus 
de différentes variétés de pommes ont démontré des concentrations comprises entre 11 et 184 
mg/L112-113. Cependant, ces auteurs ont également mesuré dans des jus n’ayant pas été aérés des 
concentrations en protéines plus importantes, comprises entre 133 et 424 mg/L113. Dans des 
cidres espagnols non pétillants, la teneur en protéines totale déterminée par Bradford se situe 
aux alentours de 20 mg/L114. 
L’analyse des profils protéiques par électrophorèse en gel de polyacrylamide contenant 
du laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) révèle la présence de bandes dans la région 29-33 
kDa113. Cependant, le profil dépend quantitativement et qualitativement de la variété des 
pommes. D’autre part, le profil protéique est également modifié par l’oxydation, mais cette 
réponse est également relative à la variété. Ainsi, les protéines de la région autour de 30 kDa 
disparaissent presque entièrement chez ‘Granny Smith’ alors qu’elles sont relativement 
conservées dans le jus de ‘McIntosh’113. Une explication possible à ce phénomène est que les 
protéines de cette région sont tannées par les polyphénols du jus et sont donc probablement 
impliquées dans la formation de trouble. 
Gomis et ses collaborateurs115 ont étudié les profils protéiques de cidres par HPLC et 
SDS-PAGE après isolement des protéines. Ces auteurs ont obtenu onze fractions protéiques de 
faible poids moléculaire : 97, 67, 60, 55, 47, 44, 38, 30, 27, 26 et 20 kDa. Au cours d’un autre 
travail, ces auteurs ont démontré par électrophorèse capillaire la présence de protéines entre 16 
000 et 110 000 Da. Les protéines majoritaires se situent à 25 400, 36 400, 55 400, 73 500 et 
91 700 Da114. La plus abondante est celle de 36 400 Da et correspondrait à celle identifiée par 
le groupe de Wall comme étant liée à la formation de trouble113.  
D’autre part, Wu et Siebert ont isolé des protéines hydrophobes de jus de pomme et ont 
obtenu des composés de masses moléculaires 28, 15 et 12 kDa116. Ces résultats sont cohérents 
avec la protéine autour de 30 kDa trouvée par les groupes de Gomis114-115 et de Wall113. Les 
trois protéines isolées par Wu et Siebert présentent un faible contenu en acides aminés 
aromatiques, une quantité modérée de proline (1,8 à 5 %) et une forte concentration en glycine 
(10,0 à 23,6 %) et sérine (8,4 à 19,7 %)116. 
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A ma connaissance, les seules protéines des pommes, probablement transférées au jus, 
ayant été précisément identifiées sont les allergènes du fruit. Quatre protéines ont ainsi été 
caractérisées en raison de leur implication dans les réactions allergiques. Trois d’entre elles font 
partie des protéines « Pathogenesis-related » (PR) qui constituent un vaste groupe de protéines 
de défense des plantes. Mal d 1 est une protéine de 17,5 kDa et appartient à la famille PR-10, 
des protéines de défense à activité ribonucléase117. L’allergène Mal d 2, aussi appelé thaumatin-
like protein 1a, appartient à la famille PR-5, constituée par les « thaumatin-like proteins » 
(TLPs) 117. Cette protéine aurait une masse de 23 kDa mais est souvent identifiée par 
électrophorèse par une bande à 31 kDa, en raison d’une altération de structure consécutive aux 
traitements réducteurs utilisés118. Mal d 2 pourrait donc correspondre à la protéine observée 
autour de 30 kDa par les groupes de Wall113, de Gomis115 et de Wu et Siebert116. La protéine 
Mal d 3 appartiendrait quant à elle à la famille PR-14, regroupant les « non-specific lipid-
transfer proteins » (nsLTP), de petites protéines d’environ 9 kDa119. Cependant, cette protéine 
serait présente uniquement dans la peau du fruit et il est donc moins probable qu’elle soit 
présente dans les jus119. Enfin, l’allergène Mal d 4 n’est pas une protéine PR mais une profiline 
de 14 kDa, c’est-à-dire une protéine se liant à l’actine et participant à sa polymérisation119.  
Pour conclure, les boissons cidricoles sont des produits complexes riches en composés 
phénoliques, bien qu’une partie de ces composés ne soit pas extraite lors du pressage des 
pommes. Pour les mêmes raisons, les principaux polysaccharides contenus dans ces boissons 
sont les pectines, la cellulose n’étant pas transmise aux jus. Cependant, les procédés de 
fabrication comme la clarification haute ou la dépectinisation éliminent ou modifient ces 
polysaccharides. Enfin, les jus de pommes contiennent des quantités peu élevées de protéines 
dont la nature est peu documentée. Une partie de ces protéines est consommée par les levures 
lors des processus fermentaires ce qui fait des protéines des composés minoritaires dans les 
boissons fermentées telles que les cidres. Toutefois, outre les différentes molécules décrites 
dans cette partie, les boissons cidricoles étant des produits transformés, de nombreux composés 
des pommes ont été modifiés par diverses réactions chimiques. En particulier, la rupture de 
l’intégrité cellulaire lors des procédés de transformation est à l’origine de l’oxydation des 
composés phénolique, qui induit la formation d’une grande diversité de molécules néoformées. 
2 Oxydation des composés phénoliques 
L’oxydation des composés phénoliques intervient fréquemment lors des procédés de 
fabrication de produits dérivés de pommes. En effet, elle est responsable de leur couleur, mais 
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joue également un rôle dans la formation d’espèces très réactives qui aboutissent à de nouvelles 
molécules dites « néoformées », pouvant être impliquées dans de multiples interactions. Lors 
des premières étapes de la transformation de la matière première (broyage, pressage), 
l’oxydation s’effectue en quelques minutes voire quelques heures principalement par voie 
enzymatique sous l’action de la polyphénoloxydase (PPO) en présence d’oxygène. Cette 
enzyme est particulièrement concentrée dans le moût brut issu du pressage.  Elle est en 
suspension dans le liquide sous une forme insoluble, associée à des microstructures 
membranaires lipidiques. L’oxygène est alors rapidement consommé par la réaction 
enzymatique et devient vite limitant lorsque le moût brut est stocké en cuve de gros volume 
concédant peu d’échanges gazeux avec l’atmosphère extérieure. Ensuite, dès la clarification des 
moûts, la PPO est éliminée. Ainsi, lorsque des phénomènes d’oxydation se poursuivent, il s’agit 
le plus souvent d’oxydations chimiques qui suivent des cinétiques beaucoup plus lentes, 
cependant favorisées par la présence de cations métalliques ou de formes réactives de 
l’oxygène. Soulignons que, dans le cas de produits fermentés comme le cidre, l’oxydation des 
composés phénoliques n’a pas lieu pendant la phase de fermentation car l’action des levures 
place le milieu en conditions fortement réductrices.  
2.1 Oxydation par voie non-enzymatique 
A haut pH (pH > 7), les composés phénoliques peuvent être directement oxydés par 
l’oxygène moléculaire120. En effet, dans ces conditions, l’équilibre des phénols est déplacé vers 
des formes phénolates dont la perte d’un électron forme une semi-quinone (Figure 26). 
Cependant, les pKa des composés phénoliques étant élevés (entre 9 et 10) et les boissons 
cidricoles ayant un pH faible (entre 3,0 et 4,5), les formes phénolates y sont rares et l’oxydation 
par l’oxygène moléculaire est donc marginale. En revanche, dans ces conditions, la génération 
de dérivés réactifs de l’oxygène (ou ROS pour Reactive Oxygen Species) augmente le potentiel 
oxydant de l’oxygène et permet sa réaction avec les composés phénoliques120. 
 
Figure 26 : Conversion d'une forme phénolique en phénolate puis perte d'un électron conduisant à 
la formation d'une semi-quinone. 
38 
 
2.1.1 Formation des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) 
L’expression « dérivés réactifs de l’oxygène » désigne les espèces radicalaires associées 
à l’oxygène par différentes étapes de réduction successives (Figure 27).  
 
Figure 27 : Réduction de l'oxygène et formation de ses dérivés réactifs. Extrait de Waterhouse et 
Laurie, 2006120. 
La première étape de réduction de l’oxygène moléculaire forme l’anion superoxyde O2•-
, présent sous sa forme radical hydroperoxyl HO2• aux pH des boissons cidricoles. Cette étape 
nécessite l’activité d’un catalyseur, possiblement un métal de transition sous forme réduite tel 
que le fer (II). Selon Mochizuki et ses collaborateurs, en l’absence de métal, le superoxyde 
pourrait également être formé très lentement par réduction de l’O2 par les composés 
phénoliques121. Ensuite, en milieu acide, une nouvelle addition d’électron produit le peroxyde 
d’hydrogène H2O2. La réaction suivante de réduction de H2O2 pour former le radical hydroxyl 
OH• nécessite également la présence de fer ferreux (Fe2+) et est connue sous le nom de réaction 
de Fenton (Figure 28). Enfin, la dernière réaction de réduction du radical hydroxyl produit de 
l’eau. 
 
Figure 28 : Réaction de Fenton entre le fer ferreux et le peroxyde d'hydrogène. 
2.1.2 Oxydation des composés phénoliques par les ROS 
Les composés phénoliques sont de bons donneurs d’hydrogène. Ainsi, contrairement à 
la majorité des molécules organiques, ils peuvent réagir avec le radical hydroperoxyl HO2•. Cela 
aboutit à la formation de semi-quinones et de peroxyde d’hydrogène H2O2 (Figure 29, réaction 
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2). De plus, les semi-quinones formées sont aptes à être de nouveau oxydées rapidement par le 
dioxygène générant ainsi de nouveaux radicaux hydroperoxyls en étant elles-mêmes converties 
en o-quinones121 (Figure 30).  Cela permet une accélération de la cinétique d’oxydation. Pour 
sa part, le peroxyde d’hydrogène ne réagit pas ou très peu avec les composés phénoliques121. 
Par contre, comme nous l’avons vu plus haut, il peut être impliqué dans la réaction de Fenton, 
catalysée par le fer (II), et générer le radical hydroxyle (Figure 29, réaction 4). Or, ce dernier 
est extrêmement réactif et est susceptible d’oxyder de nouveaux composés phénoliques, mais 
aussi d’autres substrats bien différents comme l’éthanol ou les acides organiques (Figure 29, 
réaction 5). Cette réaction permet de régénérer le radical hydroperoxyl (HO2•) et de poursuivre 
ainsi les cycles d’oxydoréduction. 
 
Figure 29 : Chaîne d'oxydoréduction impliquant les composés phénoliques et l'oxygène. Adapté de 
Waterhouse et Laurie, 2006120. 
 
Figure 30 : Oxydation d'une semi-quinone par l'oxygène moléculaire et formation d'une quinone. 
Adapté de Mochuzuki et al., 2002121. 
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2.1.3 Facteurs impliqués dans l’auto-oxydation des composés phénoliques 
2.1.3.1 Métaux 
Les ions métalliques jouent un rôle prépondérant dans l’auto-oxydation des composés 
phénoliques puisqu’ils catalysent les réactions de réduction de l’oxygène en ses formes 
réactives. Plusieurs auteurs pensent même qu’ils sont indispensables à l’auto-oxydation des 
polyphénols en milieu acide et que l’éventuelle oxydation intervenant en l’absence d’ajout de 
métaux s’expliquerait par leur présence à l’état de contaminants120, 122. Cependant, leur présence 
n’est a priori pas indispensable à des pH plus élevés (voir Travaux Antérieurs, début du 
paragraphe 2.1) puisque Mochizuki et ses collaborateurs ont constaté l’existence de 
phénomènes d’oxydation des composés phénoliques tout en ayant vérifié l’absence de 
contamination par ces ions métalliques121. 
Le rôle catalytique du fer, en particulier, est très important, notamment par sa 
participation à la réaction de Fenton. Cependant, le cuivre permet aussi une accélération des 
cinétiques d’oxydation des composés phénoliques à de plus faibles concentrations que le fer123. 
D’autre part, Danilewicz propose un autre mode d’oxydation dans lequel les composés 
phénoliques ne réagissent pas directement avec le radical hydroperoxyl (réaction 1, Figure 29) 
mais réduiraient le fer (III) pour former du fer (II) (Figure 31)123. L’oxygène serait alors réduit 
en HO2• par le fer (II), ce qui permettrait à la fois la régénération du fer (III).  
 
Figure 31 : Oxydation d'un noyau catéchol par le fer (III). Extrait de Danilewicz, 2007123. 
Dans le contexte de ce mécanisme d’oxydation par le fer, Danilewicz a mis en évidence 
un effet synergétique du fer et du cuivre sur la catalyse de l’oxydation des composés 
phénoliques. En effet, l’addition de ces deux métaux ensembles à une solution modèle vin 
permet une augmentation de la cinétique d’oxydation du 4-méthylcatéchol bien plus importante 
que l’addition séparée de ces métaux, même à des concentrations plus élevées. L’auteur attribue 
cet effet à la facilitation de la réoxydation du fer (II) par l’oxygène via la formation de 
complexes CuO2+ (Figure 32)123. 
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Figure 32 : Hypothèse de cycles redox impliquant le fer et le cuivre dans la catalyse de l'oxydation 
des composés phénoliques. Extrait de Danilewicz, 2007123. 
 Enfin, Oszmianski et ses collaborateurs ont constaté que l’auto-oxydation à pH 
acide (pH 4) de (+)-catéchine formait des produits d’oxydation différents selon l’ajout ou non 
de fer dans la solution124. Les produits obtenus en absence de fer seraient plus proches de ceux 
formés lors de l’oxydation enzymatique125. 
2.1.3.2 pH 
L’auto-oxydation des composés phénoliques est largement facilitée lorsque le pH 
augmente. En effet, pour des pH basiques ou proches de la neutralité, l’équilibre des 
polyphénols est déplacé vers des formes phénolates, plus facilement oxydables120. Cette auto-
oxydation n’est donc pas favorisée dans les produits de la pomme dont le pH est acide, mais la 
réaction peut tout de même intervenir avec une cinétique très lente. Cependant, les boissons 
cidricoles étant susceptibles d’être conservées pendant plusieurs mois, l’intervention de ce type 
de mécanisme ne doit pas être négligée. 
De plus, la cinétique de la réaction d’oxydation des composés phénoliques par le fer 
(III) est ralentie lorsque le pH augmente122, ce qui favorise probablement l’oxydation directe 
des polyphénols par l’anion superoxyde. Ainsi, une modification du pH est susceptible de 
modifier le mécanisme des réactions d’auto-oxydation des polyphénols. 
2.1.3.3 Nature des composés phénoliques 
Les composés les plus aptes à être oxydés par auto-oxydation sont ceux qui contiennent 
un noyau pyrogallol ou un noyau catéchol122, 126-127. En effet, les semi-quinones produites sont 
stabilisées par la présence d’un second atome d’oxygène. Ce n’est pas le cas, par exemple, pour 
les monophénols ou les composés dotés de noyau meta-dihydroxybenzène. Les semi-quinones 
formées peuvent ainsi se dismuter et être transformées en quinones et phénols120. 
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Enfin, les produits de couplage intermoléculaire issus de l’oxydation des composés 
phénoliques (voir Travaux antérieurs, paragraphe 2.3) ont des potentiels redox plus faibles que 
les polyphénols d’origine126-127. Ils sont donc oxydés plus facilement ce qui accélèrerait la 
cinétique globale d’oxydation. 
2.2 Oxydation par voie enzymatique 
L’oxydation enzymatique des composés phénoliques telle qu’elle peut s’exprimer dans 
le contexte de la transformation cidricole, peut être divisée en deux étapes. La première étape 
correspond à la formation d’ortho-quinones. La seconde étape correspond à la réaction 
purement chimique de ces espèces très réactives selon diverses voies réactionnelles, conduisant 
à la formation de nouveaux produits. 
2.2.1 Formation des o-quinones 
Les polyphénoloxydases se subdivisent en deux classes : les catécholoxydases et les 
laccases. La catécholoxydase est la seule intervenant dans la pomme saine, les laccases étant 
uniquement d’origine fongique.  
Les polyphénoloxydases ont pour substrat le composé phénolique, associé à un co-
substrat, l’oxygène. Dans la pomme, ces enzymes possèdent deux activités. L’activité crésolase 
ou monophénolase catalyse l’hydroxylation des monophénols en o-diphénols. L’activité 
catécholase ou o-diphénoloxydase participe ensuite à l’oxydation des o-diphénols en o-
quinones128-129 (Figure 33). 
 
Figure 33 : Oxydation des composés phénoliques catalysée par les polyphénoloxydases128. 
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Dans la pomme et ses produits, le substrat préférentiel de la polyphénoloxydase est 
l’acide 5’-O-caféoylquinique130 (CQA). C’est donc la quinone correspondante qui est 
majoritairement formée. Les catéchines monomères sont de moins bons substrats pour la PPO, 
mais les procyanidines ne le sont pas du tout. Elles sont oxydées par oxydo-réduction couplée 
à partir des quinones primaires, c’est-à-dire des quinones formées directement par l’action de 
la PPO131.  
2.2.2 Oxydation d’autres composés par oxydo-réduction couplée 
Des processus d’oxydo-réduction couplée peuvent avoir lieu entre différentes classes de 
composés phénoliques131-132 ou à l’intérieur d’une même classe133. En effet, une o-quinone 
primaire, principalement celle du CQA, formée par l’activité de la polyphénoloxydase peut être 
réduite en son o-diphénol d’origine en oxydant un o-diphénol secondaire en son o-quinone 
secondaire (Figure 34). C’est ainsi que peuvent être oxydés des composés phénoliques des 
pommes comme les procyanidines, qui sont les polyphénols majoritaires39, 134-137. Le même 
schéma peut se produire avec des semi-quinones avec le transfert d’un seul électron dans le cas 
d’une oxydation non-enzymatique138.  
 
Figure 34 : Oxydo-réductions possibles dans un jus de pomme. Extrait de Poupard, 20085. 
2.3 Produits d’oxydation des flavan-3-ols 
Les quinones formées lors de l’oxydation enzymatique ou chimique des composés 
phénoliques sont des composés extrêmement réactifs et sont donc rapidement impliquées dans 
d’autres réactions. Elles possèdent notamment un fort caractère électrophile et peuvent donc 
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intervenir dans des réactions d’additions nucléophiles. Lorsque cette réaction a lieu avec un 
autre cycle phénolique par addition de Michael (Figure 35), on observe la formation de 
nouveaux composés aussi nommés produits d’oxydation des polyphénols.  
 
Les quinones des flavan-3-ols sont parmi les plus réactives128 et peuvent former une 
grande diversité de produits d’oxydation. 
2.3.1 Produits d’oxydation des catéchines 
L’addition nucléophile d’une catéchine sur la quinone d’une autre catéchine produit des 
déhydro-dicatéchines, la déhydro-dicatéchine de type B étant majoritaire. Les additions 
semblent avoir essentiellement lieu entre le noyau B de la quinone et le noyau A de la catéchine. 
En effet, les positions 6 et 8 du noyau A des catéchines sont particulièrement nucléophiles et 
sont donc aptes à former des liaisons biphényles avec le C6’ de la quinone, qui constituerait le 
site le plus électrophile de la molécule (Figure 36)1-3, 139. 
Figure 35 : Addition de Michael d'une quinone sur un o-diphénol. Extrait de Sanoner, 19994. 
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Des liaisons de type biphényl-éther peuvent aussi se former mais, aux pH des boissons 
à base de pommes, elles impliqueraient nécessairement une semi-quinone en 3’ ou 4’ (Figure 
37)1.  
 
Figure 37 : Structures de déhydro-dicatéchines B de type biphényl-éther : (4'-8) et (3'-8)-
déhydrodicatéchine1. Extrait de Poupard, 20085. 
La réoxydation des déhydro-dicatéchines B de type biphényl est susceptible de former, 
par une réaction de couplage intramoléculaire, des déhydro-dicatéchines de type A (Figure 38)1, 
136, 140. 
Figure 36 : Structures des déhydro-dicatéchines B de type biphényl : (6'-8)-déhydrodicatéchine1-
3 et (6'-6)-déhydrodicatéchine1. Extrait de Poupard, 20085. 
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Figure 38 : Hypothèse de mécanisme de formation des déhydro-dicatéchines de type A par 
réoxydation d’une déhydro-dicatéchine de type B (I)1. Les structures III, IV et V sont en équilibre. 
Extrait de Poupard, 20085. 
Enfin, l’existence de déhydro-tricatéchines, des trimères de (+)-catéchines, a aussi été 
démontrée2, 5. D’une part, les déhydro-tricatéchines de type B (Figure 39a) proviendraient 
probablement de l’addition nucléophile de déhydro-dicatéchines de type B  sur des quinones de 
catéchines141. D’autre part, la formation de déhydro-tricatéchines de type A (Figure 39b) 
pourrait s’expliquer par deux mécanismes : addition d’une déhydro-dicatéchine de type A sur 
une quinone de catéchine ou réoxydation d’une déhydro-tricatéchine de type B suivie par une 
addition intramoléculaire. 
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Figure 39 :  Structures de déhydro-tricatéchines a) de type B : (6'-8)-déhydro-tricatéchine5 ; b) de 
type A142. Adapté de Poupard, 20085. 
 
2.3.2 Produits d’oxydation des procyanidines 
Les procyanidines n’étant pas substrats de la PPO, elles sont oxydées indirectement par 
oxydo-réduction couplée (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2.2.2) ou par auto-oxydation.  
2.3.2.1 Produits d’oxydation des procyanidines dimères 
L’oxydation des procyanidines dimères de type B peut entrainer la formation de 
procyanidines de type A selon le mécanisme présenté sur la Figure 40 143-148. La quinone formée 
par oxydation serait en équilibre avec sa forme p-méthylène. Le groupement hydroxyle en 
position 7 de l’unité terminale réagirait par addition nucléophile avec le C2 de l’unité 
d’extension pour former une liaison éther143-144. Les procyanidines de type A formées ont une 
masse de 576 Da, ce qui correspond à la perte de deux hydrogènes par rapport aux composés 
natifs148. 
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Figure 40 : Oxydation des procyanidines de type B et conversion en procyanidine de type A. La 
quinone formée par oxydation serait en équilibre avec sa forme p-méthylène. Le groupement 
hydroxyle en position 7 de l’unité terminale réagirait par addition nucléophile avec le C2 de l’unité 
d’extension pour former une liaison éther143-144. Extrait de Poupard, 20085. 
Des produits d’oxydation de la procyanidine B2 de masse 574 Da ont également été mis 
en évidence4, 147 et seraient issus d’une double oxydation associée à un double couplage 
intramoléculaire (Figure 41). Ce type de produit ne semble pas se former avec la procyanidine 
B55, en raison de la présence de la liaison interflavanique en C4-C6 au lieu de C4-C8. 
 
Figure 41 : Hypothèses de structure pour les produits issus de deux additions intramoléculaires 
consécutives à une double oxydation de la procyanidine B2. Extrait de Poupard, 20085. 
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Outre ces additions intramoléculaires, les quinones de procyanidines B2 pourraient 
former des additions intermoléculaires, aboutissant à l’apparition de composés de masse 1154 
Da147. Ces produits d’addition intermoléculaires semblent moins fréquents dans les boissons 
réelles, par rapports aux couplages intramoléculaires149. Cependant, les composés issus du 
couplage intermoléculaire sont aussi plus difficiles à étudier du fait de leur taille importante. 
Enfin, des composés de masse 1152 Da ont aussi été mis en évidence lors de l’oxydation 
de procyanidine B2 et seraient issus soit d’une réoxydation du composé de masse 1154 Da 
suivie d’un réarrangement intramoléculaire, soit du couplage intermoléculaire d’une 
procyanidine B2 native avec une procyanidine de type A générée par l’oxydation147. 
2.3.2.2 Produits d’oxydation des procyanidines de degré de polymérisation 
supérieur à 2 
Les produits d’oxydation de tanins de plus haut degré de polymérisation n’ont pas été 
caractérisés en raison de la grande difficulté technique concernant l’analyse de ces composés150-
152. Des phénomènes de réarrangement intramoléculaire ont été mis en évidence151, 153 et 
conduiraient en particulier à l’augmentation de la rigidité des molécules153. Par contre, les 
opinions divergent quant à l’existence de produits de couplage intermoléculaire dans le cas de 
tanins de haut DP. En effet, Zanchi et ses collaborateurs n’ont pas observé de formation 
d’additions intermoléculaires de tanins condensés (procyanidines) dans une large gamme de 
degré de polymérisation moyen153. A l’inverse, à plus haute concentration en tanins, d’autres 
auteurs ont observé à la fois des couplages intra- et intermoléculaires152. Enfin, des marqueurs 
d’additions intermoléculaires ont aussi été détectés dans des fractions oxydées de tanins de 
pommes150. Il semblerait que la concentration des tanins joue fortement sur le type de couplage 
impliqué : à faible concentration, seul le couplage intramoléculaire interviendrait alors que les 
deux types de mécanismes sont susceptibles d’intervenir à plus forte concentration152. Il est 
également vraisemblable que la taille des tanins influence aussi le type de liaisons d’oxydation 
formé. En effet, lorsque le nombre de sous-unités augmente, la probabilité de formation de 
liaisons intramoléculaires augmente également. 
2.4 Les méthodes de lutte contre l’oxydation des composés phénoliques dans 
les boissons 
L’ajout d’antioxydants, destinés à préserver les qualités organoleptiques des boissons 
(cidres, vins, bières) tout au long de leur conservation, est très courant. Le dioxyde de soufre, 
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connu sous l’appellation « sulfite » est l’antioxydant le plus couramment utilisé (généralement 
sous la forme de métabisulfite de sodium) dans les boissons mais de l’acide ascorbique peut 
également être ajouté, en général dans le cadre d’une utilisation couplée. Par contre, l’ajout de 
dioxyde de soufre étant prohibé dans les jus de fruits, l’acide ascorbique est généralement le 
plus utilisé dans ces boissons. 
2.4.1 Le dioxyde de soufre 
Plusieurs mécanismes d’action sont proposés concernant l’effet protecteur du dioxyde 
de soufre (SO2) sur les boissons. D’une part, ce composé limiterait l’oxydation enzymatique 
des composés phénoliques en formant un complexe avec la PPO, inhibant ainsi son activité154. 
D’autre part, les sulfites agiraient également à différents niveaux sur l’oxydation non-
enzymatique. En effet, selon certains auteurs, le SO2 réagit directement avec l’oxygène de l’air 
et empêche ainsi l’oxydation des composés phénoliques, responsable des modifications des 
propriétés organoleptiques des boissons123. Cependant, d’autres auteurs ont montré que la 
réaction du SO2 avec l’oxygène est trop lente pour avoir un réel effet protecteur sur l’oxydation 
des composés phénoliques155. Ainsi, il est proposé que le SO2 n’empêche pas en réalité 
l’oxydation des composés phénoliques mais réagit avec le peroxyde d’hydrogène formé lors de 
cette réaction et prévient la formation du radical hydroxyl. Cela permet d’éviter notamment 
l’oxydation de l’éthanol en acétaldéhyde par ce composé extrêmement réactif (voir Travaux 
Antérieurs, paragraphe 2.1.2). Ces deux mécanismes ont été décrits par Danilewicz en 2007123.  
Le premier mécanisme proposant une réaction de SO2 avec l’oxygène nécessite une 
catalyse par un métal de transition tel que le fer, le cuivre ou le manganèse. En effet, le SO2, 
présent dans les solutions aqueuses de pH acide sous la forme d’ions bisulfites HSO3-, ne peut, 
pour des raisons atomiques, réagir directement avec le dioxygène. Par contre, la complexation 
avec les métaux permet la formation de radicaux sulfites SO3
- (Figure 42). Ces radicaux sont 
ensuite engagés dans une chaine de propagation impliquant O2 et formant des ions sulfates SO4
2- 
(Figure 43). Cependant, ce mécanisme d’oxydation du SO2, plutôt que d’avoir un effet 
protecteur contre l’oxydation de la boisson, augmente le potentiel oxydant de l’oxygène par la 
formation des radicaux sulfites et favorise donc d’autres réactions d’oxydation comme celle de 
l’éthanol en acétaldéhyde123. 
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Figure 42 : Formation des radicaux sulfites par complexation avec le fer. Extrait de Danilewicz, 
2007123. 
 
Figure 43 : Chaine de propagation des radicaux lors de l'oxydation du bisulfite. Extrait de 
Danilewicz, 2016156. 
D’autre part, la réaction de SO2 avec H2O2 est plus simple et ne nécessite pas de catalyse 
par des métaux : 
HSO3
-      +      H2O2       →       HSO4-       +      H2O  
L’acide persulfureux HSO4- produit se réarrange ensuite pour produire du sulfate SO42-
. Cette réaction permet ainsi de diminuer les concentrations des espèces radicalaires. 
Ainsi, Danilewizc123 a montré qu’en solution modèle, en présence de métaux, mais en 
l’absence de composés phénoliques, le SO2 se comporte comme un pro-oxydant plutôt que 
comme un antioxydant, en produisant des radicaux très réactifs par réaction avec l’oxygène 
(Figure 43). De même, des composés phénoliques seuls peuvent avoir un comportement pro-
oxydant en formant H2O2 puis OH
• par la réaction de Fenton (Figure 29). Par contre, l’effet 
antioxydant de ces deux composés s’exprime lorsqu’ils sont présents ensembles. En effet, le 
SO2 limite l’implication du H2O2 formé par oxydation des polyphénols dans la réaction de 
Fenton (Figure 44). En parallèle, les composés phénoliques limiteraient la propagation de 
chaine des radicaux sulfites et ainsi limiteraient l’auto-oxydation du SO2 (Figure 45).  
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Figure 44 : Piégeage par le SO2 du peroxyde d'hydrogène formé lors de l'auto-oxydation des 
composés phénoliques, limitant ainsi la réaction de Fenton et l'oxydation de l'éthanol. Extrait de 
Danilewicz, 2007123. 
 
Figure 45 : Piégeage par les composés phénoliques des radicaux peroxomonosulfate issus de l'auto-
oxydation du SO2 et prévenant la propagation de chaine des radicaux. Extrait de Danilewicz, 2007123. 
Enfin, le SO2 aurait la capacité de réagir avec les quinones issues de l’oxydation des 
composés phénoliques et, ainsi, de limiter la formation d’autres produits d’oxydation. D’une 
part, le bisulfite peut réaliser une addition nucléophile sur les quinones et former des adduits 
moins réactifs (Figure 46). D’autre part, l’ion bisulfite peut également réduire les quinones en 
leur composé phénolique d’origine selon le mécanisme présenté sur la Figure 47.  
 
Figure 46 : Formation d’un adduit entre le bisulfite et une quinone de 4-méthylcatéchol par addition 
nucléophile en 1,4. Extrait de Danilewicz et al., 2008157. 
 
Figure 47 : Réduction de la quinone de 4-méthylcatéchol par l'ion bisulfite. Extrait de Danilewicz et 
al., 2008.157 
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Pour conclure, l’effet protecteur du SO2 contre l’oxydation s’exerce nécessairement en 
présence de composés phénoliques. En effet, en l’absence de composés limitant son auto-
oxydation, le dioxyde de soufre est susceptible d’avoir un comportement pro-oxydant. Dans ces 
conditions, l’addition de SO2 à des boissons permet de préserver leurs qualités organoleptiques 
non pas en empêchant la formation de quinones par oxydation des composés phénoliques mais 
en limitant leur réactivité d’une part, et en annulant également leur effet pro-oxydant. 
2.4.2 L’acide ascorbique (vitamine C) 
L’acide ascorbique est depuis longtemps utilisé pour limiter le brunissement 
enzymatique des fruits et légumes. Deux types de mode d’action sont proposés (Figure 48 a) : 
selon certains auteurs, l’acide ascorbique inhiberait l’activité de la polyphénol oxydase 
(PPO)148, 158-159. Cependant, il semble que cette diminution de l’activité enzymatique ne 
s’explique pas par une action directe sur la protéine mais par le piégeage de l’oxygène 
moléculaire par oxydation de l’acide ascorbique, catalysée par les ions métalliques160. En effet, 
l’acide ascorbique ayant un potentiel de réduction relativement faible (E°’ = 0,55 V), il est 
oxydé préférentiellement aux composés phénoliques122. Cela permettrait donc de limiter la 
formation des quinones produites à la fois par voie enzymatique et par voie non-enzymatique. 
D’autres auteurs évoquent une action de réduction des éventuelles quinones formées de façon 
enzymatique ou non120, 161 (Figure 48 b). Dans la seconde hypothèse, le mécanisme proposé par 
Isaacs & van Eldik concernant la réduction des quinones est présenté sur la Figure 49161. La 
dissociation de l’acide ascorbique formerait l’ion ascorbate, capable de céder un électron à la 
quinone. Deux étapes successives de transfert de protons conduiraient ensuite à la formation de 
l’acide déhydroascorbique et à la régénération de l’espèce phénolique de départ. 
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Figure 48 : Action antioxydante de l'acide ascorbique. a) Réaction d'oxydation de l'acide ascorbique 
par l'oxygène moléculaire, b) Réduction des o-quinones par l'acide ascorbique. Extrait de Bradshaw 
et al., 2011160. 
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Figure 49 : Mécanisme de réduction des quinones par l'acide ascorbique conduisant à la régénération 
de l'espèce phénolique. Extrait de Isaacs & van Eldik, 1997161. 
Cependant, comme dans le cas du SO2, l’acide ascorbique peut également se comporter 
en pro-oxydant162-163. En effet, il s’oxyde selon la réaction présentée sur la Figure 48 (a) via une 
catalyse métallique, ce qui produit du peroxyde d’hydrogène164. Comme dans le cas de 
l’oxydation des composés phénoliques, le H2O2 formé est susceptible d’être impliqué dans la 
réaction de Fenton et de former le radical hydroxyl très réactif.  
De plus, l’acide déhydroascorbique n’est que le premier produit d’oxydation de l’acide 
ascorbique. D’autres composés réactifs peuvent être formés par la suite. Or, il semblerait que 
ces composés aient la capacité d’oxyder directement les composés phénoliques162. 
Le passage de l’effet anti- à l’effet pro-oxydant proviendrait d’une diminution de la 
concentration en acide ascorbique162. En effet, un des produits d’oxydation de ce composé 
aurait un pouvoir oxydant suffisant pour oxyder les composés phénoliques mais insuffisant pour 
qu’il s’exprime en présence d’acide ascorbique. Ainsi, l’ajout d’acide ascorbique permet de 
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limiter le brunissement des boissons dans un premier temps puis, lorsqu’il est complètement 
oxydé, il se comporte finalement en pro-oxydant. 
Lors de la production de boissons, il est courant d’utiliser conjointement le SO2 et 
l’acide ascorbique afin de limiter les doses de SO2 utilisées. L’intérêt d’un tel mélange serait de 
coupler les activités des deux additifs. En particulier, l’acide ascorbique étant un meilleur 
réducteur que les composés phénoliques, il permettrait de limiter la propagation de chaine lors 
de l’auto-oxydation du SO2 (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2.4.1). Le SO2 pourrait de 
plus se complexer avec l’acide déhydroascorbique produit par oxydation de l’acide ascorbique 
(Figure 50)160, évitant la formation d’autres produits d’oxydation ayant un comportement pro-
oxydant. Bien que les auteurs n’en fassent pas mention, le complexe formé entre le bisulfite et 
l’acide déhydroascorbique est similaire à celui formé avec les quinones et conduisant à leur 
réduction (Figure 47). Il est donc possible que la formation de ce complexe conduise à la 
réduction de l’acide déhydroascorbique, régénérant l’acide ascorbique. Cependant, plusieurs 
auteurs s’accordent sur le fait que l’oxydation de l’acide ascorbique induit une consommation 
excessive de SO2 qui réagit en effet avec le peroxyde d’hydrogène produit164-165.  
 
Figure 50 : Réaction du dioxyde de soufre avec l'acide déhydroascorbique, issu de l'oxydation de 
l'acide ascorbique. Extrait de Bradshaw et al., 2011160. 
En conclusion, l’oxydation des composés phénoliques, causée par les procédés de 
transformation des pommes en boissons, est à l’origine de la formation de nombreux composés 
aux propriétés modifiées. Ces composés sont responsables d’une grande diversité de 
caractéristiques organoleptiques du produit fini telles que la couleur, le goût… mais ils semblent 
aussi avoir un impact sur l’apparition de turbidité dans les boissons cidricoles. 
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3 Les troubles des produits cidricoles 
3.1 Nature des troubles  
L’aspect trouble d’une boisson est dû à la diffusion de la lumière par des particules de 
taille colloïdale (1 nm à 1 µm) en suspension166. C’est cette diffusion qui est perçue par l’œil 
ou par les appareils de mesure de la turbidité. Il arrive que les particules soient de taille 
suffisamment importante pour être distinguées à l’œil nu. Cependant, lorsque la taille de ces 
particules dépasse une limite dépendant de leur densité comparée à celle du liquide suspendant, 
elles ont tendance à précipiter. 
Les boissons cidricoles peuvent être confrontées à l’apparition de troubles indésirables 
d’origine chimique, biologique ou cristalline. 
3.1.1 Les troubles d’origine chimique ou trouble colloïdaux 
Les boissons cidricoles sont des suspensions colloïdales, c’est-à-dire que ce sont des 
suspensions de particules affectées d’un mouvement brownien. Le mouvement brownien, 
également appelé agitation thermique, correspond aux mouvements incessants et aléatoires de 
particules et résulte des chocs de ces particules contre les molécules du liquide suspendant167. 
Les particules colloïdales sont de taille largement supérieure à celle des molécules du liquide 
suspendant. Traditionnellement, le domaine colloïdal couvre des particules allant du nanomètre 
au micromètre168. La densité des colloïdes peut être supérieure à celle du milieu suspendant, 
mais le mouvement brownien permet à la suspension de rester stable indéfiniment. Le 
mouvement brownien augmente lorsque la taille des particules diminue, lorsque la viscosité du 
fluide décroit ou lorsque la température augmente.  
Les troubles dits colloïdaux sont des troubles de nature physico-chimique provoqués par 
des interactions entre les composants des boissons. En effet, les molécules en solution, en 
relation avec les conditions du milieu, peuvent former des complexes de taille suffisante pour 
qu’il y ait apparition d’un trouble. Les protéines et les polyphénols sont suspectés d’être les 
acteurs principaux de la formation de trouble, seuls ou conjointement116, 169-185. Les 
polysaccharides pourraient également être à l’origine d’apparition de turbidité, mais ils 
sembleraient surtout jouer un rôle promoteur ou inhibiteur sur les troubles impliquant protéines 
et/ou composés phénoliques111, 176, 186-192. Les interactions mises en jeu dans la déstabilisation 
colloïdale dépendraient de la composition des boissons en ces trois acteurs principaux, mais 
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aussi des autres caractéristiques du milieu comme les ions minéraux en solution175, 179, 185, 193-
196, le pH179, 189, 193, 197, la teneur en alcool179, 197, et des conditions de fabrication198-199. La nature 
et les mécanismes de ces interactions sont développés dans le paragraphe 4 des Travaux 
Antérieurs. 
 
Figure 51 : Comparaison d'un même cidre avec et sans trouble physico-chimique. 
3.1.2 Les troubles d’origine biologique 
Les troubles de nature biologique résultent de la présence des microorganismes eux-
mêmes ou de leur activité métabolique. En effet, les moûts de pomme contiennent naturellement 
une flore levurienne et bactérienne qui est éliminée par une filtration suivie d’une 
pasteurisation. Cependant, lorsque ces étapes ne se déroulent pas correctement, les 
microorganismes peuvent se développer à nouveau et un trouble se forme lorsque les 
populations atteignent 106 à 107  cellules par millilitre175. Dans le cas des cidres, des levures du 
genre Saccharomyces réalisent la fermentation. Si cette dernière est complète, les levures 
épuisent le milieu, meurent et sont éliminées par filtration. Par contre, si la fermentation est 
arrêtée avant l’épuisement des ressources par filtration de la flore et que le produit n’est pas 
pasteurisé, des repousses levuriennes peuvent être observées et engendrer l’apparition d’un 
trouble. De même, les produits peuvent être contaminés par d’autres champignons ou bactéries. 
3.1.3 Les troubles cristallins 
Les boissons peuvent être concernées par l’apparition de troubles cristallins. Ainsi, les 
producteurs de bière sont confrontés à l’apparition de précipités d’oxalate alors que les vins 
peuvent être le siège de « précipitations tartriques »168. Ce terme de précipitation est abusif 
puisqu’il s’agit en réalité de phénomènes de cristallisations. En effet, l’acide tartrique réagit 
avec le potassium ou le calcium pour former des cristaux de tartrate de potassium ou de calcium. 
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L’acide oxalique réagit de la même façon. La solubilité de ces espèces dans les boissons dépend 
de leur concentration en relation avec les conditions du milieu. Ainsi, lorsqu’il y a saturation 
en tartrates ou en oxalates, ces derniers cristallisent et se déposent.  
La température et le taux d’éthanol du milieu modifient la solubilité des tartrates : la 
cristallisation est possible à de plus faibles concentrations lorsque la température diminue ou 
que le taux d’éthanol augmente200. D’autre part, la croissance des cristaux est influencée par la 
présence de composés tels que les polyphénols et les protéines201. En effet, ces composés sont 
adsorbés en surface des cristaux et empêchent ainsi leur croissance et donc leur précipitation. 
Bien que les origines des troubles soient variées, cette étude s’intéresse uniquement aux 
troubles colloïdaux, c’est-à-dire aux troubles liés à des interactions entre les différents 
constituants organiques des boissons tels que les polyphénols, les protéines et les 
polysaccharides. 
3.2 Méthodes d’étude de la formation du trouble 
La formation des troubles colloïdaux dans les boissons est étudiée grâce à de 
nombreuses méthodes qui permettent de comprendre à plusieurs échelles les différents aspects 
des interactions entre les molécules impliquées. 
3.2.1 Méthodes optiques 
3.2.1.1 Turbidimétrie et néphélométrie 
La turbidimétrie et la néphélométrie sont deux techniques permettant de mesurer ou de 
suivre l’apparition de la turbidité.  
La turbidimétrie mesure la lumière transmise à travers un échantillon et obéit à la loi de 
Beer-Lambert202 : 
𝜏 = −
1
𝐿
ln⁡(
𝐼
𝐼0
) = 𝑁𝜎 
Où τ est la turbidité (m-1), L la longueur du chemin optique, I0 l’intensité de la lumière 
incidente et I l’intensité mesurée de la lumière transmise, N le nombre de particules par unité 
de volume et σ la section efficace de diffusion. 
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 La turbidimétrie est l’une des premières méthodes utilisées pour étudier les mécanismes 
de formation de trouble et continue d’être largement exploitée. Cette méthode permet d’obtenir 
une information qualitative sur la formation de trouble, mais elle ne donne pas accès à la taille 
ou au nombre d’agrégats203. 
La néphélométrie mesure la lumière diffusée dans une direction donnée, classiquement 
à 90° par rapport au rayon incident. Elle est beaucoup utilisée et fournit une valeur au niveau 
de trouble en NTU (Nephelometric Turbidity Unit). La concentration des suspensions étudiées 
peut être relativement faible. En effet, Chapon204 a observé la possibilité de détection de 
particules à des concentrations de quelques milligrammes par litre. Elle peut donner accès à la 
taille des agrégats si les particules sont petites et identiques203. Cependant, les échantillons très 
turbides ne peuvent être analysés avec fiabilité en néphélométrie en raison d’une absorption de 
la lumière incidente205.  
Dans ces deux techniques, les différents appareils de mesure se différencient surtout par 
la source de lumière. En effet, une source de lumière infrarouge (860 nm) minimise l’effet de 
la coloration dans le cas des boissons. Cependant, la détection des petites particules est plus 
faible à cette longueur d’onde. A l’inverse, la lumière blanche détecte mieux les petites 
particules, mais la mesure peut être perturbée par la coloration de la boisson. 
Turbidimétrie et néphélométrie sont des outils d’évaluation et de compréhension de la 
formation de trouble largement utilisés169, 180-181, 197, 204, 206-216. En effet, ces techniques sont 
accessibles et faciles d’utilisation. Cependant, elles ne donnent pas d’informations sur la 
morphologie et la structure des agrégats. 
3.2.1.2 Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
La diffusion dynamique de la lumière, de l’anglais Dynamic Light Scattering (DLS) 
permet d’obtenir le rayon hydrodynamique d’une particule. Cela correspond au rayon d’une 
sphère théorique qui aurait le même coefficient de diffusion que la particule. Le rayon 
hydrodynamique correspond donc au rayon de la particule solvatée.  
L’appareil de DLS mesure au cours du temps l’intensité de la lumière diffusée par des 
particules en suspension. En effet, les particules étant soumises au mouvement brownien, la 
diffusion n’est pas continue. Or, le mouvement brownien est plus rapide pour les petites que 
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pour les grosses particules. Ainsi, l’intensité diffusée par les petites particules varie plus vite au 
cours du temps que dans le cas des grosses particules (Figure 52). 
 
Figure 52 : L’intensité de la lumière diffusée par les petites particules varie plus vite au cours du 
temps que l’intensité diffusée par les grosses particules. 
 L’objectif des mesures d’intensité diffusée est d’obtenir le coefficient de diffusion D 
(m²/s) car il est directement lié au rayon hydrodynamique des particules par l’équation de 
Stokes-Einstein : 
𝐷 =
kB𝑇
6𝜋𝜂𝑅ℎ
 
Où kB est la constante de Boltzmann (J/K), T la température absolue (K), η la viscosité 
dynamique (Pa.s) et Rh le rayon hydrodynamique des particules (m) 
L’obtention du coefficient de diffusion D nécessite des traitements successifs des 
données d’intensité diffusée. Dans un premier temps, dans le corrélateur, le signal enregistré 
est comparé à lui-même en différents instants ce qui aboutit à l’obtention d’une fonction 
exponentielle décroissante dite fonction d’autocorrélation dont la pente de décroissance dépend 
de la rapidité d’évolution du signal. Ainsi, un signal évoluant rapidement, c’est-à-dire 
correspondant à de petites particules, se traduit par une pente forte ; et inversement (Figure 53). 
62 
 
 
Figure 53 : Exemples de fonctions d'autocorrélation obtenues à partir de l'appareil de DLS Vasco III. 
La courbe rouge correspond à de plus petites particules que celles permettant d’obtenir la courbe 
bleue. 
 Lorsque l’échantillon est monodisperse, c’est-à-dire qu’il ne contient qu’une seule taille 
de particules, la fonction d’autocorrélation est de la forme suivante : 
𝐶(𝜏) = exp(−𝛤𝜏) 
Où Γ est le coefficient de décroissance de l’exponentielle et τ le retard de temps217. 
Cependant, dans le cas d’un échantillon polydisperse, la fonction de corrélation ne peut 
plus être représentée par une exponentielle simple, mais doit prendre la forme d’une somme ou 
d’une intégrale sur une distribution de décroissance G(Γ)217 : 
𝑔(1)(𝜏) = ∫ 𝐺(𝛤) exp(−𝛤𝜏) 𝑑𝛤
∞
0
 
Enfin, le traitement de la fonction d’autocorrélation par des algorithmes permet 
d’accéder au coefficient de diffusion. Le traitement le plus courant est la méthode Cumulants 
qui est basée sur l’hypothèse d’un échantillon monodisperse. Dans ce cas, le coefficient de 
diffusion est directement lié au taux de décroissance Γ de la fonction d’autocorrélation : 
𝐷 =
𝛤
𝑞²
 
Où q est le vecteur de diffusion et est donné par l’équation :  
𝑞 =
4𝜋𝑛
𝜆
sin(
𝜃
2
) 
Où n est l’indice de réfraction du liquide, λ la longueur d’onde de la lumière laser et θ 
l’angle de diffusion. 
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Dans le cas d’un échantillon polydisperse, Cumulants fournit la taille moyenne des 
particules pondérée par l’intensité diffusée par chaque taille. 
D’autres algorithmes utilisent différents modèles ajustés de courbe d’autocorrélation et 
permettent également d’obtenir le ou, dans certains cas, les coefficient(s) de diffusion des 
particules en suspension. Ces algorithmes fournissent soit une distribution de tailles autour 
d’une taille moyenne, comme Cumulants, soit une distribution autour de plusieurs tailles ou 
encore plusieurs tailles discrètes. 
Les techniques actuelles de DLS donnent accès à la taille de particules de l’ordre de 
quelques nanomètres à quelques micromètres. La DLS permet ainsi de déterminer la présence 
d’interactions et de suivre les cinétiques d’agrégation ou de solubilisation15, 191, 207, 216, 218-222. 
3.2.1.3 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) 
La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) permet d’étudier des particules de 
quelques angströms à plusieurs centaines de nanomètres. Cette technique donne accès à la taille 
et la forme des particules, ainsi qu’à la structure interne des agrégats et à leur distribution dans 
le mélange15, 223. Cependant, la SAXS est peu sensible et nécessite des échantillons très 
concentrés ce qui est susceptible d’accentuer les phénomènes d’agrégation. Or, cette technique 
est très sensible à la présence de grosses particules et la moindre agrégation peut nuire à la 
qualité de l’analyse. Ainsi, généralement, les échantillons sont filtrés ou ultra-centrifugés avant 
analyse en SAXS. 
La technique repose sur l’interaction d’un faisceau de rayons X avec les nuages 
électroniques des molécules d’un échantillon qui entraine la diffusion de ces rayons dans de 
multiples directions. Un détecteur mesure le signal diffusé aux petits angles c’est-à-dire à des 
angles très proches du rayon incident. En effet, la variation de l’intensité diffusée en fonction 
de l’angle dépend de la structure des particules, mais aussi des interactions dans la solution. La 
courbe obtenue fournit une représentation multi-échelles de l’objet observé. 
3.2.1.4 Dichroïsme Circulaire 
Le dichroïsme circulaire est la propriété de molécules d’absorber différemment la 
lumière en fonction de la polarisation de celle-ci. C’est le cas pour les sucres et les acides aminés 
mais la structure secondaire des molécules influence également leur dichroïsme. Ainsi, l’étude 
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des spectres de dichroïsme de protéines permet de repérer des changements dans leur structure 
secondaire consécutifs à des interactions avec les polyphénols15, 222, 224-225. 
3.2.2 Méthodes physicochimiques directes d’observation des interactions 
entre macromolécules 
3.2.2.1 Titration calorimétrique isotherme (ITC) 
La titration calorimétrique isotherme (ITC) est utilisée pour distinguer les changements 
thermodynamiques provoqués par des interactions réversibles. Elle est beaucoup utilisée dans 
l’étude des interactions polyphénol-protéine222, 226-231 et repose sur une mesure directe de la 
chaleur dégagée ou absorbée lors de l’établissement ou de la rupture de liaisons. En ITC, les 
changements d’entropie reflètent la présence d’effets hydrophobes et les changements de 
conformation alors que les changements d’enthalpie reflètent les effets d’interactions 
hydrophiles230. 
L’ITC présente les avantages d’être tolérante à la précipitation et de ne pas être limitée 
par la taille des espèces interagissant203. Il s’agit d’une étude directe des interactions et cette 
technique permet d’évaluer l’impact de la structure des molécules impliquées222, 226, 229-230, 232-
236. Cependant, l’ITC n’est pas très sensible lorsque la température a peu d’effet sur les 
interactions et elle nécessite de grandes quantités d’échantillon ainsi que beaucoup de temps203. 
Enfin, cette technique est relativement difficile à utiliser tant lors de la préparation des 
échantillons, la concentration devant être déterminée très précisément, que lors de 
l’interprétation des résultats obtenus. De plus, la détermination des paramètres peut être 
compliquée lorsque les molécules utilisées présentent une large distribution de tailles237. 
3.2.2.2 Chromatographie d’exclusion stérique  
La chromatographie d’exclusion stérique (SEC) est également appelée chromatographie 
sur gel perméable (GPC). Cette technique chromatographique permet de séparer les composants 
d’un mélange selon leur taille. Ainsi, connaissant la taille des espèces en présence, elle permet 
de repérer la formation de liaisons et d’estimer la taille des complexes203. La perturbation des 
systèmes par exemple par l’ajout de détergents permet de mettre en évidence les mécanismes 
d’association212. Elle est peu utilisée dans le contexte de la formation de trouble, mais a permis 
d’étudier la formation de complexes polyphénols-protéines212, 237-238. 
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3.2.2.3 Electrophorèse capillaire 
L’électrophorèse permet de séparer des composés selon leur mobilité, conditionnée par 
leur rapport charge/taille, dans un électrolyte soumis à un champ électrique. Contrairement à 
l’électrophorèse traditionnelle, la séparation en électrophorèse capillaire se fait à l’intérieur 
d’un capillaire rempli d’électrolyte. Cette technique miniaturisée est complémentaire aux 
techniques de chromatographie et a été utilisée pour évaluer la capacité de polyphénols de se 
lier à des protéines239. En effet, la mobilité d’un complexe est différente de celles des espèces 
le constituant. L’électrophorèse capillaire présente une grande efficacité de séparation. Elle ne 
nécessite que peu d’échantillon et est rapide à effectuer239. Cependant, cette technique ne 
permet pas d’accéder à des informations sur la structure des complexes et permet simplement 
d’étudier l’affinité entre les composés en présence. 
3.2.3 Méthodes spectroscopiques 
La spectroscopie à résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse 
(MS) sont des techniques initialement utilisées pour l’analyse structurale des molécules. 
Cependant, elles sont de plus en plus employées pour l’étude des interactions entre molécules 
en donnant accès à la structure précise des complexes formés. 
3.2.3.1 Spectroscopie à résonance magnétique nucléaire 
La spectroscopie RMN est une technique permettant d’obtenir une information 
structurale précise sur une molécule étudiée. Elle consiste à forcer certains atomes d’une 
molécule à adopter une orientation donnée par application d’un champ magnétique et à mesurer 
pour chacun la quantité d’énergie nécessaire pour modifier cette orientation. Cette quantité 
d’énergie est caractérisée par une valeur appelée déplacement chimique et dépend de 
l’environnement électronique de l’atome étudié. Les atomes analysés sont généralement 1H, 
13C, 15N, 19F ou 31P. 
Lorsqu’il y a association entre molécules, le déplacement chimique des éléments 
impliqués varie soit en raison de la formation de liaisons, soit à cause de changements de 
conformation induits par les interactions240. La spectroscopie RMN permet donc d’identifier 
précisément les sites de liaison et de déduire les mécanismes des interactions ainsi que les 
constantes de dissociation15, 203, 219, 225, 237, 240-244. Cependant, cette technique requiert des 
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échantillons très concentrés et parfaitement solubles ce qui nécessite parfois l’usage de solvants 
éloignés des conditions naturelles dans lesquelles ont lieu les interactions203, 240-242, 244. 
3.2.3.2 Spectrométrie de masse  
La spectrométrie de masse (MS) sépare les composants d’un mélange selon leur rapport 
masse/charge (m/z). Cela permet de repérer la formation de complexes, notamment entre 
composés phénoliques et protéines225, 245-246. Les techniques de spectrométrie de masse sont 
diverses : il existe plusieurs modes d’ionisations, couplés à différents analyseurs. 
Parmi les modes d’ionisation, les plus utilisés dans l’étude de la formation de complexes 
sont l’ionisation par électronébuliseur ou ESI (ElectroSpray Ionisation)246-247 et la désorption-
ionisation laser assistée par matrice ou MALDI (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization)225, 231, 245. En effet, ces deux techniques permettent d’ioniser de façon 
douce de grosses molécules mais aussi des complexes non covalents248. D’une part, l’ESI 
repose sur l’utilisation de l’énergie électrique : l’application d’un courant entre 2,5 et 6 kV 
permet de transférer des espèces de la phase liquide à la phase gaz. En effet, sous l’effet du 
courant électrique, la solution est dans un premier temps dispersée en de fine gouttelettes. 
Ensuite, le solvant s’évapore et les ions sont finalement expulsés249 (Figure 54). A partir 
d’espèces neutres, les ions sont formés dans la solution ou dans la phase gaz.  
 
Figure 54 : Illustration du principe de l'ionisation par électronébuliseur (ElectroSpray Ionization ou 
ESI). Extrait de Ho et al., 2003249. 
Dans le cas du MALDI, l’échantillon est mélangé à une matrice qui cristallise lors de la 
vaporisation de son solvant. La matrice cristallisée est ensuite désorbée et ionisée sous l’action 
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d’un laser. Finalement, une partie de sa charge serait transmise aux molécules à étudier qui sont 
ainsi elles-mêmes ionisées. Les ions formés sont majoritairement mono-chargés, mais peuvent 
aussi être multi-chargés. C’est en particulier le cas des protéines et des tanins condensés. Le 
mécanisme exact d’ionisation n’est pas connu dans le cas du MALDI, mais l’utilisation de la 
matrice permet d’ioniser les analytes de façon douce en les protégeant du rayonnement laser.   
L’ESI peut être couplée à différents analyseurs reposant sur l’application d’un potentiel 
induisant des déplacements des ions. Leur trajectoire est mesurée et corrélée au rapport m/z qui 
peut ainsi être déduit. Le simple quadrupôle ne permet d’obtenir que le rapport m/z des ions 
présents. D’autres analyseurs comme le triple quadrupôle ou le piège ionique (aussi appelé 
trappe d’ion par analogie avec l’anglais « ion trap ») peuvent en plus fragmenter les ions et 
fournir les rapports m/z des ions fils. Cela permet d’ajouter un niveau de précision lors de 
l’identification de complexes. 
Le MALDI est généralement couplé à un analyseur à temps de vol ou TOF (de l’anglais 
« Time Of Flight »). Une accélération est imposée aux ions par application d’une tension dans 
la zone d’accélération. La vitesse acquise lors de cette phase d’accélération dépend du rapport 
m/z de l’ion. L’ion entre alors dans un tube de vol et la vitesse de traversée du tube est mesurée 
et permet de calculer le m/z. Le TOF est très résolutif dans le calcul des m/z et permet d’avoir 
accès à une grande précision de mesure des masses, comparé aux autres analyseurs. 
L’intérêt de la spectrométrie de masse est qu’elle « nécessite une faible quantité 
d’échantillon et permet de déterminer le mécanisme, la stœchiométrie et la structure des 
complexes formés »203.  Cependant, l’observation des complexes sous forme gazeuse ne permet 
pas de prouver de façon certaine que ces associations soient comparables sous forme liquide203, 
248. 
3.2.4 Méthodes basées sur la précipitation 
L’étude de la formation d’agrégats et de leur précipitation permet de mesurer l’affinité 
entre les macromolécules en solution pour différentes structures et dans différentes conditions 
environnementales. Cela permet de déduire le type de liaisons impliquées.  
En solution modèle, des quantités connues de différentes espèces chimiques sont mises 
en contact et les éventuels complexes insolubles formés sont isolés par centrifugation ou 
filtration. Des dosages sont alors effectués dans le surnageant et/ou dans le culot ce qui permet 
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de déterminer la nature des composés ayant interagi ainsi que les proportions dans lesquelles 
ils sont présents dans les agrégats. De plus, les conditions expérimentales (pH, présence 
d’éthanol, salinité, température etc.) peuvent varier et fournir des informations sur la nature des 
liaisons impliquées244, 250-252. Cette technique est rapide et facile à mettre en œuvre, mais elle 
peut conduire à des erreurs d’interprétation dans les cas où une ou plusieurs des espèces en 
solution peuvent s’auto-agréger. C’est le cas par exemple dans l’étude des interactions entre 
protéines et composés phénoliques : ces derniers s’auto-agrègent ce qui conduit à une 
surestimation du nombre de polyphénols liés aux protéines219.  
3.2.5 L’extinction de la fluorescence  
L’extinction (« quenching ») de la fluorescence correspond à la diminution du 
rendement quantique de la fluorescence émise par un fluorophore. Elle est induite par des 
interactions variées avec une molécule extinctrice (« quencher »)253. Il existe deux types 
d’extinction : l’extinction dynamique résulte de collisions entre la molécule extinctrice et le 
fluorophore alors que l’extinction statique est due à la formation d’un complexe entre ces deux 
acteurs. Dans les deux cas, l’extinction de fluorescence ne peut avoir lieu que s’il y a contact 
entre le fluorophore (typiquement une protéine) et la molécule extinctrice253. La technique 
d’extinction de fluorescence ne peut être utilisée qu’après « labelling » d’une molécule ou pour 
étudier des protéines contenant un fluorophore accessible à une molécule extinctrice. La 
fluorescence émise est alors mesurée par un fluorimètre. 
Cette technique est utilisée en solutions modèles pour étudier les interactions 
polyphénols-protéines via la fluorescence intrinsèque du tryptophane253-255. « Il s’agit d’une 
méthode sensible, simple et rapide qui permet de déterminer la stœchiométrie et les affinités de 
liaison.[…] Elle peut être utilisée en milieux modèles253-254 et dans des matrices 
alimentaires255»203.  
3.3 Les solutions technologiques pour prévenir et lutter contre le trouble 
3.3.1 Tests prédictifs 
La plupart des producteurs de boissons a recours à des tests prédictifs de l’apparition de 
trouble. Ces tests reposent sur des tentatives de provoquer le trouble par l’utilisation de 
conditions extrêmes. Le plus souvent, les boissons sont soumises à de hautes températures 
pendant un temps donné, sous agitation ou en alternance avec des périodes de mise au froid. 
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L’objectif de ces traitements est de reproduire des résultats similaires à ce qui serait obtenu en 
conditions normales après une plus longue période. 
Dans les vins blancs, le stockage à la chaleur accélère la dénaturation des protéines, 
phénomène supposé responsable de la formation de trouble dans le temps. Le test le plus courant 
et le plus fiable consiste en un chauffage au bain-marie à 80°C pendant 30 min, suivi d’un 
refroidissement pendant lequel apparait le trouble éventuel256. Un test prédictif a également été 
mis au point pour les produits cidricoles par Bohuon et Drilleau175 en 1976 et consiste à étudier 
la stabilité d’un produit en le maintenant 23 h à 50°C puis 1 h à 0°C. Le trouble observé disparait 
après un nouveau réchauffement, mais finit par devenir irréversible si l’échantillon est à 
nouveau refroidi. Ce test est directement inspiré du test de De Clerck257 mis au point pour la 
bière en 1962 : la bière est conservée à 60°C puis plongée dans la glace 3 h chaque jour. Une 
bière présentant une excellente stabilité colloïdale reste limpide dix jours dans ces conditions. 
Un autre test prédictif rapide dans la bière consiste en l’ajout d’alcool suivi par une mise au 
froid puis par une mesure du trouble. 
3.3.2 Maturation au froid 
Une approche traditionnelle de maîtrise de la formation de trouble après embouteillage 
consiste à préalablement stocker la boisson au froid pendant une période prolongée. En effet, 
une température réduite est susceptible de diminuer la solubilité de complexes qui peuvent alors 
être éliminés par filtration ou centrifugation168.  
3.3.3 Elimination d’un ou plusieurs acteurs 
Une méthode couramment utilisée repose sur l’élimination d’un ou plusieurs des 
facteurs impliqués dans la formation du trouble. Le plus souvent, les polyphénols et les 
protéines sont visés par ces méthodes. 
3.3.3.1 Ultrafiltration 
L’ultrafiltration permet de séparer du solvant des molécules de taille comprise entre 1 
et 1000 kDa. Ainsi, ce traitement utilisé pour la stabilisation de jus de fruits et de vins permet 
d’éliminer une grande partie des protéines, polysaccharides et composés phénoliques hautement 
polymérisés168, 198. L’ultrafiltration avec un cut-off de 10 kDa permet de stabiliser des vins258. 
Cependant, dans le cas des bières comme des champagnes et des cidres, les protéines sont 
impliquées dans la mousse et les éliminer de manière non sélective est incompatible avec la 
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fabrication de ces boissons. De plus, la formation précoce de particules de trouble peut 
provoquer des problèmes de colmatage des membranes de filtration, rendant cette technique 
fastidieuse259. 
3.3.3.2 Utilisation d’adsorbants 
Les producteurs ont fréquemment recours à des adsorbants pour retarder l’apparition de 
troubles dans des boissons par élimination des polyphénols ou des protéines. Ces adsorbants 
interagissent avec les composés visés, formant des complexes qui peuvent être facilement 
éliminés par centrifugation ou filtration. 
 D’une part, la bentonite est une argile permettant d’éliminer les protéines de façon non 
spécifique et est utilisée de façon quasi systématique lors de la fabrication du vin blanc183, 260-
262. Cependant, son utilisation entrainerait une perte d’arômes, de couleur et de texture185, 262 et 
elle reste inutilisable dans le cas des boissons gazeuses où des protéines sont nécessaires à la 
prise de mousse168. A l’inverse, la silice est spécifique des protéines impliquées dans la 
formation de trouble et n’élimine pas les protéines nécessaires à la mousse263. Dans la bière, la 
silice permet d’enlever 80 % des protéines impliquées dans la formation de trouble en 
interagissant de la même façon que les polyphénols. Cependant, dans le jus de pomme, seuls 
20 % des protéines sont éliminés par la silice, probablement parce que les sites de liaison des 
protéines à la silice peuvent être saturés par les nombreux polyphénols présents dans ces 
boissons264. 
D’autre part, la gélatine est une protéine très fréquemment utilisée pour le « collage » 
des polyphénols dans les jus de pomme. Ce collage met en œuvre les propriétés tannantes de 
certains polyphénols et permet d’enlever les composés phénoliques de haut poids moléculaire. 
Cependant, l’utilisation de la gélatine, si elle est mal maitrisée (quantité de gélatine introduite 
trop importante), présente le risque d’augmenter la concentration du jus en protéines 
susceptibles de former du trouble182, 198. Ainsi, si au cours du stockage les composés 
phénoliques simples restant dans le jus s’agrègent, par exemple sous l’effet de l’oxydation, ils 
sont susceptibles de réagir avec les résidus de gélatine jusqu’à former du trouble. La gélatine 
excédentaire peut être enlevée par ajout de bentonite182, 198. Un traitement supplémentaire à la 
polyvinylpyrrolidone insoluble (Polyclar AT), un polymère de synthèse se rapprochant par sa 
structure des protéines riches en proline et reproduisant leur capacité à se complexer avec les 
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composés phénoliques, peut aussi servir à éliminer, en plus, les polyphénols non tanins 
n’interagissant pas avec la gélatine, mais qui pourraient précipiter par la suite175.  
D’autres protéines au comportement similaire peuvent également être utilisées. C’est le 
cas par exemple de l’albumine et d’un collagène de poisson appelé isinglass ou colle de 
poisson233. Un autre traitement permettant l’élimination des polyphénols repose sur l’utilisation 
de polyamines. La plus couramment utilisée est la PVPP (polyvinylpolypyrrolidone)168 qui 
possède une structure proche de celle de la polyproline et se lie aux composés phénoliques de 
la même façon que les protéines engendrant le trouble. La PVPP est très efficace dans les 
boissons riches en polyphénols, mais le serait beaucoup moins selon Siebert dans les boissons 
qui en sont pauvres168. C’est néanmoins la méthode la plus efficace pour lutter contre le trouble 
dans les bières. Cependant, les composés phénoliques occupent des rôles prédominants dans le 
goût (amertume, astringence) et la couleur des boissons, en particulier cidricoles, et leur 
élimination a un effet certain sur les caractéristiques des produits. 
Ainsi, les techniques permettant d’éliminer un ou plusieurs acteurs de la formation de 
trouble sont très courantes et présentent une certaine efficacité lorsqu’elles sont bien utilisées. 
Cependant, en plus d’une difficulté de mise en œuvre, ces méthodes présentent l’inconvénient 
de modifier les propriétés organoleptiques du produit comme l’effervescence, la couleur, le 
goût et l’arôme. 
3.3.3.3 Utilisation d’enzymes 
Des enzymes protéolytiques à large spectre ont été utilisées pour limiter l’apparition de 
trouble dans la bière257. Elles agissaient en clivant les chaines peptidiques des protéines liées à 
des polyphénols, réduisant ainsi la taille des agrégats. Cependant, étant non sélectives, ces 
enzymes dénaturaient également des protéines nécessaires à la prise de mousse et ont été 
abandonnées au profit des agents adsorbants. De plus, les liaisons peptidiques impliquant des 
prolines sont particulièrement difficiles à cliver, ce qui limite fortement l’efficacité de ces 
enzymes sur la formation de trouble. Pour ces raisons, des recherches récentes s’intéressent à 
des protéases spécifiques des prolines, à la fois efficaces sur les protéines responsables des 
troubles (riches en proline), mais altérant peu les protéines de mousse (pauvres en proline)265. 
Ainsi, une endoprotéase provenant d’Aspergillus niger et ne clivant que les liaisons peptidiques 
liées à des prolines a été récemment introduite265. Le groupe de Benucci a également mis en 
avant une bromélaïne de tige d’ananas pour ses capacités de stabilisation du vin blanc266-267. 
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Cette enzyme est efficace libre, mais surtout immobilisée dans un réacteur à lit fixe. Elle permet 
d’éliminer de façon spécifique les protéines intervenant dans le trouble tout en conservant la 
composition en composés phénoliques et en minéraux du vin.  
3.3.4 Autres méthodes 
L’oxydation des composés phénoliques (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2) est 
suspectée de jouer un rôle très important dans la formation de trouble dans les boissons 
cidricoles170, 172, 175, 184. Une solution technologique pour limiter l’apparition de turbidité repose 
donc sur le contrôle de cette oxydation via l’utilisation d’antioxydants tels que le dioxyde de 
soufre (SO2) en combinaison avec l’acide ascorbique. L’incorporation d’air dans les boissons 
au cours de leur fabrication doit également être limitée au maximum afin de retarder la 
formation du trouble. 
Pour conclure, l’apparition de trouble dans les boissons est une problématique courante 
au sein de la filière cidricole. En particulier, les troubles d’origine physico-chimiques sont 
complexes et difficiles à prévenir. Cette problématique est commune à toutes les filières de 
production de boissons comme celles des bières et des vins. Pour cela, de nombreuses études 
sont menées afin d’apporter des éléments de compréhension concernant les interactions entre 
constituants moléculaires des boissons responsables de la formation du trouble. En effet, la 
compréhension fine des mécanismes impliqués dans son apparition permettrait d’élaborer des 
solutions technologiques adaptées précisément et permettant la préservation de toutes les 
qualités organoleptiques des produits. 
4 Interactions entre macromolécules et phénomènes d’agrégation 
dans les boissons 
4.1 Interactions entre composés phénoliques 
La capacité des polyphénols à interagir entre eux et à s’auto-associer est avérée et 
pourrait être un des mécanismes principaux de la formation de trouble dans les boissons 
cidricoles. 
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4.1.1 Les interactions entre composés phénoliques, principales responsables 
du trouble des boissons cidricoles ? 
Des interactions entre composés phénoliques sont depuis longtemps considérées comme 
en partie responsables de la formation de trouble dans les produits cidricoles. Dès 1968, Johnson 
et ses collaborateurs révèlent la présence, dans le sédiment de jus de pomme, de polyphénols 
qu’ils considèrent comme issus d’une  probable polymérisation de catéchines, consécutive à 
leur oxydation268. Les procyanidines interviendraient elles aussi dans la formation de sédiments 
par leur capacité à former des liaisons intermoléculaires sous l’effet de l’oxydation269 (ces 
mécanismes sont exposés dans le paragraphe 2 des Travaux Antérieurs). En 1984, van Buren a 
montré que la turbidité apparaissant dans un jus de pomme traité à la bentonite, c’est-à-dire 
privé des protéines susceptibles d’interagir avec les composés phénoliques, est proportionnelle 
à la concentration en polyphénols de ce jus182. Cependant, il convient de noter que l’ajout de 
bentonite, même à forte dose, n’est pas toujours suffisant pour éliminer la totalité des 
protéines270. Par contre, l’élimination complète des tanins par addition de polyvinylpyrrolidone 
insoluble (Polyclar AT) empêche toute apparition de turbidité182. En outre, bien qu’aucun 
trouble n’ait été détecté par néphélométrie, Beveridge et ses collaborateurs ont observé par 
microscopie la formation de particules de forme sphérique dans une solution non protégée de 
l’oxygène contenant des procyanidines issues d’un jus de pomme produit en anaérobie172. Ces 
mêmes auteurs ont observé dans des jus de pomme produits également en anaérobie mais 
conditionnés sans protection contre l’oxygène des particules en forme de chaines (Figure 55). 
Ces structures seraient issues de la polymérisation de tanins, provoquée par leur oxydation et 
aboutissant à la formation de micro-gouttelettes insolubles. Ces gouttelettes s’uniraient ensuite 
pour former des gouttes de tailles diverses possédant des surfaces hydrophobes. L’association 
de ces gouttes formerait des sortes d’enveloppes enfermant probablement de l’eau. Enfin, ces 
enveloppes pourraient elles-mêmes s’assembler pour former les particules de troubles en 
formes de chaines271 (Figure 56). Ainsi, ces auteurs décrivent deux mécanismes successifs 
d’interactions entre polyphénols : dans un premier temps, l’oxydation favoriserait la formation 
de liaisons covalentes à l’origine d’une augmentation du degré de polymérisation des composés, 
formant des petites particules sphériques en raison de leur caractère majoritairement 
hydrophobe ; ensuite, ces gouttelettes de tanins polymérisés interagiraient entre elles de façon 
non covalente, probablement par interactions hydrophobes. Cependant, la polymérisation 
consécutive à l’oxydation n’a pas été ici vérifiée dans ces études. Comme nous l’avons vu dans 
le paragraphe sur l’oxydation des composés phénoliques, l’oxydation peut avoir entrainé la 
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formation de liaisons intramoléculaires n’aboutissant pas à une augmentation du degré de 
polymérisation mais modifiant la conformation de la molécule et augmentant sa rigidité et son 
hydrophobicité (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2). Cela n’invalide toutefois pas 
l’hypothèse d’interactions hydrophobes entre les composés formés, responsables de la 
formation de trouble. 
 
Figure 55 : Structures en forme de chaines issues de l'agrégation de tanins en conditions anaérobies 
et observées par microscopie électronique à transmission. Extrait de Beveridge et al., 1998271. 
 
Figure 56 : Schémas des particules de trouble dans un jus de pomme produit en anaérobie. a) 
Enveloppe constituée de microgouttelettes de tanins de différentes tailles, b) assemblage de 
plusieurs enveloppes en structures en forme de chaines.  Extrait de Beveridge et al., 1998271. 
L’auto-association entre composés phénoliques a un impact d’autant plus important sur 
la formation de trouble qu’elle est également susceptible d’intervenir entre des tanins liés par 
ailleurs à des protéines241. Ainsi, les interactions entre composés phénoliques sont également 
susceptibles d’amplifier la formation de trouble tanins-protéines. 
La compréhension du comportement colloïdal des composés phénoliques est aussi une 
question primordiale en œnologie puisque l’auto-agrégation des polyphénols est considérée 
comme une cause importante de trouble des vins191, 272. La capacité des tanins à former des 
particules de taille colloïdale (1 – 1000 nm) en vin191, 272-273 et en bière274 modèles a d’ailleurs 
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été démontrée par plusieurs auteurs. Cependant, plusieurs autres auteurs doutent que la seule 
auto-association des tanins suffise à induire le trouble car ils n’observent la formation que de 
très petites micelles n’excédant pas le nanomètre275-277. Ces différences de résultats peuvent 
d’une part s’expliquer par la nature des composés étudiés, toujours de petite taille (maximum 
trimère), et les conditions expérimentales, et d’autre part illustrer la nécessité d’étapes 
préalables à l’association telles l’oxydation. 
4.1.2 La formation de liaisons covalentes : un prérequis à l’auto-
agrégation des tanins ? 
4.1.2.1  Oxydation 
Les travaux de Beveridge et ses collaborateurs sur la formation de trouble dans les jus 
de pomme semblent pointer du doigt l’impact de l’oxydation. En effet, une étape d’oxydation 
des composés phénoliques semble être un prérequis à la formation d’agrégats172, 184. D’autres 
auteurs supposent également que la différence de comportement d’agrégation constatée entre 
différentes fractions de tanins de vins pourrait provenir d’une différence d’oxydation entre ces 
fractions, la fraction s’agrégeant étant probablement oxydée277. Dans une autre étude mettant 
en œuvre la diffusion des rayons X aux petits angles, Zanchi et ses collaborateurs n’ont 
d’ailleurs pas constaté d’interactions ni de formation de complexes non covalents à partir de 
tanins de pommes non oxydés à des concentrations pourtant testées jusqu’à 10 g/L153.  
Une des hypothèses fournies pour expliquer l’impact de l’oxydation est qu’elle pourrait 
induire la formation de liaisons covalentes intermoléculaires entre flavan-3-ols, modifiant ainsi 
leurs propriétés d’interaction avec le solvant (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2). Pourtant, 
Zanchi et ses collaborateurs ont montré que l’oxydation induirait essentiellement une 
condensation des procyanidines par l’établissement de liaisons intramoléculaires et non une 
polymérisation par liaisons intermoléculaires153. Cependant, ces auteurs ont montré que ce 
phénomène, comme le phénomène supposé de polymérisation, en modifiant la conformation 
des tanins, augmente drastiquement leur hydrophobicité, ce qui favorise les interactions entre 
ces composés en milieu aqueux153 et leur auto-association.  
4.1.2.2  Réaction de condensation avec l’acétaldéhyde 
Dans les boissons fermentées, de l’acétaldéhyde peut être formé par oxydation de 
l’éthanol. Les composés phénoliques sont susceptibles de réagir avec ce composé par la réaction 
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de condensation de Bayer273-274, 278 (Figure 57). En milieu acide, l’acétaldéhyde est protoné et 
ce carbocation peut subir une attaque nucléophile de la part de composés phénoliques. Les sites 
nucléophiles possibles sont les carbones 6 et 8 du cycle A, dans le cas de catéchines. L’adduit 
polyphénol-éthanol produit peut perdre de l’eau et former un nouveau carbocation, qui lui-
même pourra être attaqué par le C6 ou le C8 d’une autre catéchine278. Cette réaction peut aboutir 
à la formation de polymères aux propriétés différentes et susceptibles de favoriser des 
associations intermoléculaires, notamment grâce à l’augmentation de l’hydrophobicité qui 
défavorise les interactions des composés phénoliques avec le solvant273. 
 
Figure 57 : Réactions de condensation de Bayer entre une catéchine et l'acétaldéhyde, à l’origine de 
la polymérisation des flavan-3-ols (ici en C6-C8). Extrait de Fulcrand et al., 1996278. 
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4.1.3 Mécanismes de l’auto-association des composés phénoliques 
Outre la formation de liaisons covalentes, les composés phénoliques sont susceptibles 
d’interagir de façon non-covalente, ce qui aboutit à la formation d’agrégats pouvant atteindre 
des tailles de plusieurs microns. Ces interactions seraient essentiellement de nature hydrophobe 
avec des phénomènes de π-stacking entre les groupements aromatiques des différents composés 
phénoliques241, 246, 272-273, 276-277 (Figure 58).  
 
Figure 58 : Différentes configuration de π-stacking entre cycles aromatiques279. Les noms peuvent 
varier selon les sources : Sandwich = Face to face stacking ; T-shaped = Edge to face stacking ; Parallel-
displaced = offset stacking. 
L’auto-agrégation des tanins en solution hydro-alcoolique interviendrait par un 
mécanisme de nucléation : à partir d’une certaine taille, des noyaux constitués de tanins associés 
par liaisons hydrophobes croitraient par accrétion de nouvelles molécules. En-dessous de cette 
taille minimale, les associations entre polyphénols seraient instables et leur taille diminueraient 
par perte progressive de molécules277. Pour d’autres auteurs, l’auto-association de flavan-3-ols 
passerait par la formation de micelles qui, dans certains cas, s’agrègeraient jusqu’à former des 
particules visibles276.  
4.1.4 Influence des propriétés des polyphénols sur leur auto-association 
Si l’auto-association entre flavan-3-ols est majoritairement étudiée dans le cadre de la 
formation de trouble dans les boissons, les acides phénoliques ont également la faculté de 
s’auto-associer par π-stacking280. Dans cette étude, la force des interactions entre les composés 
étudiés augmente avec la taille de ces composés et donc avec le nombre de cycles aromatiques. 
Dans le cas des flavan-3-ols, ce facteur taille semble avoir un effet plus complexe. Par 
des éliminations successives des fractions contenant les tanins les plus polymérisés dans un jus 
de pomme, van Buren a observé une formation de turbidité plus rapide lorsque le jus contenait 
les plus grands tanins182. D’autres auteurs ont remarqué un effet positif de l’augmentation du 
degré de polymérisation (DP) sur l’auto-agrégation des composés phénoliques : lorsque le DP 
moyen de la fraction augmente, l’agrégation augmente et la concentration nécessaire pour 
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obtenir une séparation de phase diminue, ce qui traduit une plus grande tendance des tanins 
polymérisés à s’auto-associer191, 272. De plus, en DLS, aucune agrégation n’est par ailleurs 
obtenue avec les monomères non galloylés272. L’explication proposée par ces différents auteurs 
est que l’hydrophobicité des tanins augmente avec leur degré de polymérisation, ce qui favorise 
les interactions entre eux191, 272281. De plus, au-delà d’un DP de 8-10, l’impact d’une 
augmentation de DP n’est plus évident pour Poncet-Legrand et ses collaborateurs : les 
solubilités de tanins de pépin de raisin de DPm = 15 ou de poire de DPm = 28 sont plus élevées 
que celles de dimères. Les auteurs attribuent ce phénomène à une conformation différente de 
ces molécules hautement polymérisées, favorisant leur solubilité272.  
Toutefois, l’effet du degré de polymérisation des composés phénoliques sur leur auto-
association est loin de former un consensus. En effet, Pianet et ses collaborateurs ont observé 
une plus grande tendance à l’auto-association de flavan-3-ols monomères par rapport à des 
oligomères (DP 2 et 3) : leur affinité est plus forte (Ka ≈ 50 M-1 pour les monomères et 6 M-1 
pour les oligomères) et la concentration minimale pour observer la formation de micelles est 
plus faible (3 g/L pour les monomères dans l’eau et 10 à 13 g/L pour les oligomères)276. Ces 
résultats sont en accord avec ceux de Zanchi et ses collaborateurs qui ont montré une 
amélioration de la solubilité dans l’eau de tanins de pommes avec l’augmentation du degré de 
polymérisation153. Une explication proposée par ces auteurs est que les monomères ont une 
structure relativement plane qui favorise le stacking intermoléculaire. A l’inverse, les 
oligomères C4-C8 adopteraient une structure en U impliquant des phénomènes de stacking 
intramoléculaire qui défavorisent le stacking intermoléculaire. De plus, avec le degré de 
polymérisation, le nombre de degrés de liberté concernant la conformation augmente : la 
conformation favorise l’hydratation en cachant les surfaces hydrophobes ce qui limite les 
interactions hydrophobes intermoléculaires153, 276. 
Les différences de résultats obtenus dans ces études s’expliquent peut-être par les 
différences de conditions expérimentales. En effet, ces deux dernières études sont réalisées dans 
des milieux optimaux pour les analyses effectuées (eau ou eau/éthanol) à pH neutre et non dans 
des tampons acides imitant des boissons. Or, le pH et la présence de sels tels que l’acide 
tartrique (voir Travaux Antérieurs, paragraphes 4.1.5.3 et 4.1.5.2), utilisé dans les études de 
Poncet-Legrand et de Riou191, 272, sont susceptibles d’agir fortement sur les interactions des 
molécules avec le solvant. De plus, dans ces deux études, le pourcentage de galloylation 
augmente avec le degré de polymérisation (sauf dans le cas des tanins de pommes et poires qui 
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ne sont jamais galloylés), ce qui rend difficile la ségrégation de l’impact respectif de chacun de 
ces deux facteurs. Enfin, il est possible que les tannins utilisés dans ces études soient légèrement 
oxydés, ce qui a pu entrainer un biais dans les résultats. 
Le degré de polymérisation des flavan-3-ols n’impacte pas uniquement leur auto-
association en limitant l’intensité de l’agrégation mais modifie également la structure des 
micelles formées. En effet, les micelles constituées par les monomères sont fortement 
condensées grâce aux interactions hydrophobes (la taille de l’épicatéchine passe de 256 à 180 
Å) alors que le volume apparent de la procyanidine B3 augmente dans les micelles (de 400 à 
535 Å)276. 
Ensuite, une autre caractéristique des composés phénoliques dont l’effet sur l’auto-
association a été démontré est la galloylation. En effet, la galloylation induit une augmentation 
du nombre de groupements aromatiques et donc une augmentation de l’hydrophobicité. Ainsi, 
Baxter et ses collaborateurs ont classé différents polyphénols en fonction de leur tendance à 
s’associer, déterminée grâce à leur constante d’affinité : (-)-épicatéchine < trigalloylglucose 
(TGG) << pentagalloylglucose (PGG) (Figure 59)241. De même, en vin modèle, Poncet et ses 
collaborateurs n’observent pas d’auto-agrégation de monomères non-galloylés, contrairement 
aux monomères galloylés272. Dans cette étude, la tendance est moins claire dans le cas des 
composés polymérisés, mais d’autres auteurs ont montré que la galloylation de procyanidines 
B2 et B4 induisait une augmentation de l’affinité des tanins entre eux et une diminution de la 
concentration critique de micellisation275. La galloylation favoriserait donc l’auto-association 
des polyphénols. 
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Figure 59 : Structures de la (-)-épicatéchine (EC), du trigalloylglucose (TGG) et du 
pentagalloylglucose (PGG). 
Il est vraisemblable que le degré d’hydroxylation intervienne également. En effet, 
l’épigallocatéchine gallate (EGCG) aurait moins tendance à s’auto-agréger que 
l’épigallocatéchine (EGC), malgré un nombre de cycles aromatiques supérieur, et cela pourrait 
être dû à une augmentation de la solubilité causée par le plus grand nombre de groupements 
hydroxyles sur l’EGCG (Figure 60)272. 
 
Figure 60 : Structures de l'épigallocatéchine (EGC) et de l'épigallocatéchine gallate (EGCG). 
Enfin, la présence de groupements accepteurs d’électrons à proximité du noyau 
aromatique favoriserait le π-stacking. A l’inverse, la présence de groupements donneurs 
d’électrons serait moins favorable à ce type d’interactions280, 282.  
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4.1.5 Facteurs environnementaux intervenant dans l’auto-association des 
composés phénoliques 
4.1.5.1  Ethanol 
Le taux d’éthanol semble jouer un rôle prépondérant dans les phénomènes d’auto-
associations de composés phénoliques. Ainsi, l’augmentation du taux d’alcool de 2 à 20 % dans 
un vin modèle contenant des tanins favorise leur solubilité et diminue la taille des agrégats 
formés272. D’autres auteurs ont également constaté que la diminution progressive du taux 
d’éthanol de 100 % à 12 % entrainait la précipitation d’une fraction de tanins de pépins de raisin 
de DP 11277. Dans une autre étude, Zanchi et al. ont montré que des fractions de tanins de 
pommes de degré de polymérisation divers, oxydées ou non, présentaient des solubilités 
maximales dépendant de la quantité d’éthanol dans le milieu. Ce taux d’éthanol aurait en effet 
un impact sur la conformation adoptée par les molécules153. Ce résultat est cohérent avec ceux 
de Hatano et Hemingway qui ont montré que la prédominance des conformations compacte ou 
étendue pour des procyanidines dimères dépendait de la composition du solvant283. Enfin, 
Pianet et ses collaborateurs ont montré que la concentration minimale pour obtenir formation 
de micelles à partir de flavan-3-ols monomères et oligomères est plus élevée en présence de 10 
% d’éthanol, à pH 7, et la taille des micelles formées est diminuée de moitié 276. De plus, la 
présence d’éthanol augmente la solubilité des catéchines dans ce milieu. Tous ces résultats 
concernant l’effet de l’éthanol sur l’auto-association des polyphénols s’expliquent par et 
valident l’hypothèse des interactions hydrophobes entre composés phénoliques. 
4.1.5.2  Force ionique 
La force ionique a un impact important sur les interactions entre composés phénoliques. 
En effet, une augmentation de la force ionique de 0,001 à 0,1 M en vin modèle augmente 
drastiquement la taille des particules formées par des tanins de raisin et de pomme de différents 
degrés de polymérisation272. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Zanchi et ses 
collaborateurs qui ont observé qu’une augmentation de la force ionique dans une solution à 
faible taux d’éthanol provoquait une diminution de la concentration de tanins de raisin 
nécessaire pour obtenir une séparation de phase277. De plus, lorsque le taux d’éthanol est plus 
élevé (entre 12 et 60 %), une augmentation de la force ionique de 10 à 100 mM par ajout de 
NaCl entraine la déstabilisation de suspensions auparavant métastables de ces mêmes tanins. 
Les composés phénoliques n’étant pas chargés au pH de ces deux études (3,4), l’effet de la force 
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ionique ne peut a priori pas s’expliquer par la modification des interactions électrostatiques 
dans la suspension. Cependant, l’établissement d’interactions entre les tanins et des acides 
contenus dans la solution, même en très faible quantité, pourrait suffire à induire des répulsions 
électrostatiques à l’origine de la stabilité des suspensions. Ainsi, l’augmentation de la force 
ionique induisant une diminution de ces répulsions, l’agrégation serait rendue possible277. 
Poncet-Legrand et ses collaborateurs émettent aussi l’hypothèse de phénomènes de salting-out , 
c’est-à-dire la diminution de leur état d’hydratation, favorisant les interactions hydrophobes 
entre eux272. 
4.1.5.3  pH 
L’impact du pH sur les interactions entre composés phénoliques a peu été étudié, la 
majorité des études ayant été réalisées soit en milieux modèles représentant des boissons au pH 
acide comme le vin (pH 3,4 le plus souvent) ou en milieux adaptés à certaines analyses (pH 7). 
van Buren a étudié la formation de trouble dans un jus de pomme après précipitation des 
protéines à la bentonite et a observé qu’une diminution du pH de 3,5 à 2,5 entraine une 
multiplication par dix de la turbidité du jus après 13 jours d’incubation à 50°C182. L’auteur 
attribue cet effet du pH à un impact sur l’établissement de liaisons covalentes entre les 
polyphénols. Bien qu’ayant accordé peu d’importance à ce facteur, Pianet et ses collaborateurs 
n’ont pas constaté de différence de la constante de l’affinité pour l’auto-association de la 
procyanidine B2 entre pH 7 et pH 4, dans une solution contenant 10 % d’éthanol. Par contre, la 
concentration critique de micellisation a été significativement abaissée (de 16 à 10 g/L) ce qui 
traduit une augmentation de l’auto-association lorsque le pH est diminué276. Cependant, dans 
cette étude, le changement de pH est associé à un changement de la force ionique puisque le 
milieu contient alors 20 mM de chlorure de sodium. Il est donc difficile de tirer des conclusions 
quant à l’effet de l’un ou l’autre de ces facteurs. 
4.1.5.4  Température 
L’effet de la température est peu étudié car les composés phénoliques y sont peu 
sensibles. Cependant, Tobiason et ses collaborateurs ont montré que des variations de 
température de – 60°C à + 40°C engendraient des modification de la conformation de la (+)-
catéchine284, susceptibles de modifier ses propriétés d’interaction. En outre, de hautes 
températures sont susceptibles d’intensifier les phénomènes d’agrégation entre polyphénols en 
diminuant la viscosité du milieu et en augmentant l’agitation moléculaire171. 
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4.2 Interactions entre protéines 
Les interactions entre protéines conduisant à leur agrégation sont très étudiées en raison 
de leur implication dans de nombreux domaines. En effet, l’agrégation des protéines pose des 
problèmes pratiques et économiques, notamment pour l’industrie pharmaceutique, lors de la 
mise au point de médicaments285, mais aussi des problèmes sanitaires puisqu’elle est impliquée 
dans la plupart des maladies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer, 
Parkinson, Creutzfeldt-Jakob ou encore l’encéphalopathie spongiforme bovine (maladie de la 
vache folle). En agro-alimentaire, les propriétés d’agrégation des protéines ont de nombreuses 
applications d’intérêt dont une des plus connues est la coagulation du lait durant la fabrication 
du fromage. Cependant, l’agrégation protéique est décrite dans les vins blancs comme la 
principale cause d’instabilité colloïdale. Le plus souvent, ces phénomènes d’agrégation 
interviennent après une dénaturation des protéines, c’est-à-dire après une modification de leurs 
structures secondaire ou tertiaire, provoquée le plus souvent par de hautes températures, qui 
change leurs propriétés physico-chimiques.  
4.2.1 Les protéines formant du trouble 
Les vins blancs sont sujets à l’apparition d’un « trouble protéique », nommé ainsi car il 
proviendrait de l’agrégation de protéines instables. Les protéines incriminées sont aussi les 
protéines majoritaires des vins : ce sont des protéines de défense de la plante regroupées sous 
l’appellation « Pathogenesis related (PR) proteins »286-288. Pour l’essentiel, ces protéines 
instables appartiennent aux classes des chitinases et des thaumatin-like proteins (TLPs)176, 287-
290. Ces protéines présentent des caractéristiques communes : elles sont petites (moins de 35 
kDa) et possèdent une structure globulaire grâce à un grand nombre de ponts disulfures, elles 
sont chargées positivement aux pH des vins, sont tolérantes aux faibles pH et résistantes aux 
protéases183, 291-292. 
D’autres auteurs ont également constaté la présence de β-1,3-glucanase et d’un facteur 
de régulation de la maturation des fruits dans un trouble « naturel » de vin blanc (non provoqué 
par chauffage)293.  
Cependant, toutes ces protéines ne présentent pas les mêmes propensions à l’agrégation. 
En effet, au sein même de la classe des thaumatin-like proteins, d’importantes différences de 
comportement sont observées, et ce malgré des séquences d’acides aminés très proches294 
(Figure 61). Ces auteurs expliquent cela par une légère différence de séquence au niveau d’une 
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boucle entre les deux protéines. Cette différence de séquence modifie l’hydrophobicité relative 
de la boucle par rapport à son environnement. Ainsi, si l’environnement est plus hydrophile que 
la boucle, en cas de dépliement, consécutif par exemple à un chauffage, la boucle va pouvoir 
se reformer. A l’inverse, si l’environnement exposé lors du dépliement est plus hydrophobe, la 
boucle ne va pas pouvoir se replier et la protéine va avoir tendance à s’agréger294. Ainsi, dans 
le cas des troubles de vins blancs, une étape de dénaturation parait un prérequis à l’agrégation 
protéique.  
 
Figure 61 : Comparaison des structures entre une TLP stable (vert) et d’une TLP instable (bleu). Les 
flèches noires représentent les sites constituant la différence entre les deux isoformes. Extrait de 
van Sluyter et al., 2015183. 
4.2.2 Dénaturation des protéines 
La plupart des protéines présente une conformation plus ou moins repliée, stabilisée par 
des liaisons de faible énergie (liaisons hydrophobes, hydrogènes, électrostatiques ou de Van der 
Waals)295. La stabilité de cette conformation est faible et des variations minimes des paramètres 
du milieu tels que la température, le pH ou la présence de sels, peuvent suffire à induire un 
dépliement total ou partiel de la protéine295-296. Quand ce dépliement est irréversible, on parle 
de dénaturation de la protéine. 
La dénaturation favorise l’agrégation des protéines. En effet, la modification de leurs 
structures secondaire ou tertiaire peut changer leurs propriétés d’interaction avec le solvant, ce 
qui peut favoriser des interactions entre les protéines elles-mêmes. Selon les régions dépliées, 
des zones hydrophobes peuvent être dévoilées ce qui entraine une répulsion vis-à-vis du solvant 
hydrophile et favorise les interactions entre les protéines exhibant leurs zones hydrophobes. A 
l’inverse, d’autres protéines peuvent être dépliées au niveau de zones hydrophiles ce qui leur 
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permet de rester solubles. Dans certains cas, leur repliement est possible et il n’y a alors pas de 
dénaturation183, 294. 
Le modèle le plus souvent utilisé lors de l’étude de la dénaturation des protéines 
responsables de la formation de trouble est celui d’une dénaturation par la chaleur. En effet, les 
vins sont susceptibles d’être soumis à des températures élevées durant leur stockage qui, 
conjuguées au vieillissement, peuvent être à l’origine de cette dénaturation des protéines 
instables. Ce même type de dénaturation peut également intervenir dans de bonnes conditions 
de stockage, sur un temps plus long297.  
Le mécanisme de dépliement a été étudié sur les chitinases, qui sont les protéines des 
vins les plus instables. Ces protéines sont riches en hélices alpha297 susceptibles de se dérouler 
sous l’action de la chaleur298. Dans le cas des TLPs, la présence de liaisons disulfures aurait un 
rôle important : en présence de composés réducteurs tels que le SO2, très souvent ajouté aux 
vins pour prévenir l’oxydation, les ponts disulfures seraient clivés ce qui conduirait à 
l’ouverture de la zone concernée. Selon la nature hydrophile ou hydrophobe de la région, ce 
dépliement peut être réversible ou non294. 
La propension des protéines à s’agréger dépend, d’une part, de la facilité avec laquelle 
elles se déplient et, d’autre part, de la réversibilité de ce dépliement. Ainsi, les glucanases sont 
les protéines les plus sensibles à la chaleur puisque 30 minutes à 40°C suffisent pour obtenir 
leur précipitation270. Les chitinases sont également instables : elles présentent des températures 
de dépliement de l’ordre de 55°C et ce dépliement peut intervenir en seulement 1,3 h à 40°C298 
(Table 1). De plus, les chitinases sont incapables de retrouver leur structure originelle et sont 
donc dénaturées ce qui induit leur agrégation puis leur précipitation.  Cependant, Sauvage et 
ses collaborateurs ont observé que certaines chitinases n’étaient pas affectées par des 
températures inférieures à 80°C270. A l’inverse, certaines TLPs sont également instables, avec 
une température de dépliement irréversible de 56°C, tandis que d’autres présentent une 
température de dépliement de 62°C et sont capables de se replier298. Ainsi, seules les premières 
peuvent être impliquées dans des troubles176, 289, 294, 297-298. 
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Table 1: Prédiction des demi-vies des chitinases et des TPLs selon les travaux de Falconer et al., 
2010. 
Température (°C) Demi-vie des chitinases Demi-vie des TLPs 
50 3 minutes 20 jours 
45 17 minutes 11 semaines 
40 1,3 heures 13 ans 
35 14 heures 180 ans 
30 4,7 jours Plus de 1000 ans 
25 1,3 mois Plus de 1000 ans 
20 1 an Plus de 1000 ans 
15 9 ans Plus de 1000 ans 
10 100 ans Plus de 1000 ans 
 
Les protéines des troubles de vins blancs sont résistantes aux pH acides183, 291-292. 
Cependant, un pH très faible est tout de même susceptible d’induire des changements de 
conformation des protéines. Ainsi, une diminution du pH de 4,0 à 2,5 provoque un dépliement 
de chitinases de classe IV alors qu’une invertase et une TLP ne sont pas impactées par ce 
changement de pH297. Dans ce cas, le dépliement est réversible. 
4.2.3 Mécanismes d’interaction  
La nature des interactions impliquées dans l’agrégation des protéines des vins reste peu 
explorée. Cependant, l’agrégation protéique a été largement étudiée dans le cas de la formation 
des amyloïdes (maladie d’Alzheimer) et lors de la mise au point de formulations 
pharmaceutiques. Il est probable que la nature des interactions impliquées soit similaire dans 
les deux cas294. Ainsi, il semblerait que les interactions hydrophobes dominent dans tous les 
agrégats protéiques296, 299-300. Dans certains cas, dont celui des vins et des amyloïdes, ces 
interactions sont permises par l’exposition de sites hydrophobes, consécutive à la dénaturation 
des protéines299. La présence de feuillets β semble constituer une caractéristique commune à 
tous les agrégats protéiques295. 
Tous les phénomènes d’agrégation protéique étudiés présentent une cinétique en 2 
temps débutant par une phase de latence, pendant laquelle l’agrégation n’est pas observable 
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grâce aux outils utilisés, et se poursuivant par une phase de croissance exponentielle296, 301. Une 
telle phase de latence est également observée lors de l’agrégation de protéines de vin blanc en 
forte concentration, à 25°C193, ou après une phase de dénaturation à la chaleur218. Ce type de 
cinétique correspondrait à une agrégation par nucléation193, 218, 295-296, 301-304 : à partir des 
protéines dénaturées, des oligomères plus stables mais aptes à s’agréger se formeraient durant 
la phase de latence, constituant des noyaux. A partir d’une certaine concentration en ces noyaux, 
l’agrégation se poursuivrait de deux façons possibles qui peuvent être complémentaires. Dans 
un premier cas, les répulsions électrostatiques entre les noyaux seraient trop importantes et la 
croissance des agrégats se ferait par addition de monomères295, 301. Dans le second cas, les 
oligomères et petits agrégats interagiraient ensembles pour former de plus gros agrégats, le rôle 
des monomères se limitant à la formation des oligomères301-302. Dans le cas des protéines de vin 
blanc, Dufrechou et ses collaborateurs penchent également en faveur d’un mécanisme constitué 
par une rapide phase de formation de petits agrégats (200-300 nm) suivie par une étape 
d’interaction entre agrégats conduisant à une augmentation de la taille des particules193. 
Selon ce même mécanisme d’agrégation par nucléation, Andrews et Roberts décrivent 
un mécanisme en 5 phases (Figure 62) qui pourrait convenir pour la majorité des protéines et 
polypeptides existants303 et qui est approuvé par d’autres auteurs304 :  
1. Changement de conformation des protéines 
2. Formation d’oligomères réversibles formant des pré-noyaux 
3. Réarrangement des oligomères en petits agrégats irréversibles qui constitueront les 
noyaux 
4. Croissance des agrégats par recrutement de monomères 
5. Interaction des agrégats entre eux aboutissant selon les protéines à la formation de 
précipités (cas des vins), de gels ou de fibrilles. 
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Figure 62 : Proposition de mécanisme d'agrégation des protéines par nucléation en cinq phases. 
Extrait de Andrews & Roberts, 2007303. 
 
4.2.4 Facteurs 
Lors de l’agrégation protéique, les conditions environnementales sont susceptibles 
d’intervenir, d’une part, au niveau de la dénaturation, et d’autre part, au niveau des interactions 
entre les protéines et également de la formation des agrégats. 
4.2.4.1  Température 
La température est un des principaux facteurs intervenant dans le dépliement et la 
dénaturation des protéines. Son effet sur les protéines responsables de la formation de trouble 
dans les vins est détaillé dans le paragraphe 4.2.2 des Travaux Antérieurs. 
D’autre part, la température intervient également au niveau des cinétiques d’agrégation 
des protéines dénaturées. En effet, une élévation de température entraine une augmentation de 
l’agitation moléculaire qui accroit la probabilité de rencontre entre les différents réactifs295. 
Ainsi, l’élévation de la température est généralement responsable d’une amplification de 
l’agrégation protéique. 
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Cependant, Dufrechou et ses collaborateurs ont montré un impact plus complexe de la 
température sur l’agrégation protéique dans des vins blancs (Figure 63). En effet, dans cette 
étude, la dénaturation des protéines les plus instables par un chauffage à 40°C entraine une 
agrégation rapide à cette température avec formation de grosses particules de l’échelle du 
micron, suivie par une sédimentation. Lorsque le chauffage est effectué à 50°C, l’agrégation est 
plus faible, probablement en raison de phénomènes de répulsion électrostatiques plus forts305. 
Par contre, lorsque le vin est refroidi, l’agrégation reprend jusqu’à obtention de particules de 
plus d’un micron avec sédimentation. Enfin, à 60 ou 70°C, la dénaturation des protéines est 
plus importante qu’aux températures plus faibles, mais l’agrégation serait empêchée par les 
phénomènes de répulsion électrostatiques provoqués par les charges de surface des protéines 
plus importantes à ces températures. De petits agrégats peuvent se former lors du 
refroidissement mais ceux-ci ne précipiteront pas305.  
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Figure 63 : Représentation schématique de l'agrégation protéique dans un vin blanc chauffé à 
différentes températures puis refroidi, illustrant l'impact de la température sur les équilibres 
physico-chimiques et les cinétiques d'agrégation. Extrait de Dufrechou et al., 2010305. 
 
4.2.4.2  pH 
Le pH intervient également dans les dynamiques d’agrégation protéique mais, 
contrairement à la température, il peut agir de façon contradictoire sur les différents 
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mécanismes. En effet, le pH détermine la charge des protéines et joue donc fortement sur les 
interactions électrostatiques : lorsque le pH s’éloigne du point isoélectrique d’une protéine, la 
charge de celle-ci augmente ce qui accentue les phénomènes de répulsion entre les groupes de 
même charge. Ainsi, la répulsion entre deux groupes de même charge peut entrainer le 
dépliement d’une protéine, exposant éventuellement des sites hydrophobes et favorisant ainsi 
les interactions entre différentes protéines. Cependant, la répulsion peut également être 
intermoléculaire, ce qui défavorise les interactions entre protéines différentes de même 
charge… mais facilite fortement les interactions entre protéines de charges différentes, ce qui 
peut être à l’origine d’intenses phénomènes d’agrégation295.  
En milieu modèle vin, une diminution du pH de 4 à 2,5, à température ambiante, 
augmente de façon très nette l’agrégation protéique193, 305. Les auteurs concluent que la 
diminution du pH est responsable du dépliement à température ambiante des protéines, ce qui 
permet leur agrégation193. De même, dans les vins, ces auteurs ont observé qu’une diminution 
du pH entraine une augmentation de la précipitation193. A l’inverse, également dans un vin 
blanc, d’autres auteurs ont observé le phénomène opposé : l’intensité de l’agrégation est plus 
importante autour d’un pH de 4 et diminue lorsque le pH est abaissé jusqu’à 2,8 ou augmenté 
jusqu’à 6306. L’augmentation de la turbidité avec le pH est encore plus remarquable lorsque les 
protéines sont extraites de ce vin et étudiées en solution aqueuse306. Cependant, dans cette 
référence, les études d’agrégation ont été réalisées après des tests de stabilité à la chaleur. Ainsi, 
les protéines sont préalablement dénaturées, ce qui n’est pas le cas dans l’étude de Dufrechou 
et al.193. Pour ces auteurs, l’impact du pH se situe donc uniquement sur la charge des protéines. 
Or, les points isoélectriques des protéines du trouble sont supérieurs à 4. A ce pH, leur charge 
est donc minimale ce qui implique que les répulsions électrostatiques sont également 
minimales. Par conséquent, cela favorise l’agrégation des protéines déjà dénaturées. 
Enfin, une augmentation du pH de 3 à 4 semble conférer aux protéines de vin une 
meilleure stabilité thermique avec une augmentation de 3 à 8°C de la température de 
dépliement193.  
4.2.4.3  Présence de sels et force ionique 
L’effet de la force ionique sur l’agrégation protéique est complexe. La présence de sels 
module les interactions électrostatiques et impacte donc à la fois la conformation des protéines 
et les interactions entre elles295. Cet effet dépend à la fois de la nature du sel et de la protéine. 
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Dans le cas des études sur la précipitation protéique des vins, le sel utilisé est généralement 
NaCl et, dans ce cas, une augmentation de la force ionique entraine la diminution des 
interactions électrostatiques répulsives193, 195, 307. Cela a deux effets contraires : d’une part, 
l’augmentation de la force ionique provoque une élévation de la température de dénaturation 
des protéines en renforçant les interactions électrostatiques intramoléculaires ; d’autre part, elle 
favorise les interactions intermoléculaires en limitant les phénomènes de répulsion entre 
protéines307. 
La présence de sels peut également modifier l’état d’hydratation des protéines par des 
effets dits de « salting-out »295 : une forte concentration en sels diminue l’hydratation des 
protéines ce qui diminue leur interaction avec le solvant et favorise les interactions entre 
certaines de leurs zones hydrophobes.  
Une force ionique élevée (500 mM) peut permettre l’agrégation de protéines stables 
pour lesquelles le dépliement est réversible, telles que certaines TLPs, en favorisant leur 
agrégation à haute température, ce qui est impossible avec une faible force ionique, en raison 
de la forte répulsion électrostatique195.  
Par ailleurs, par des expériences de fractionnement de vin et par l’étude de la capacité 
des fractions obtenues à favoriser la précipitation de la thaumatine en vin modèle, Pocock et 
ses collaborateurs ont identifié l’ion sulfate comme étant possiblement le facteur nécessaire à 
l’agrégation des protéines du vin196. Une concentration de 150 mg/L de sulfate permettrait de 
faire troubler un vin modèle contenant des TLPs (150 mg/L) alors que 15 mg/L suffiraient pour 
les chitinases (150 mg/L). Cet impact du sulfate proviendrait du « salting-out »  des protéines, 
qui peut être engendré par tous les anions kosmotropes196. Cela signifie que ces anions 
contribuent à la stabilité des interactions entre molécules d’eau, mais aussi au sein de certaines 
macromolécules comme les protéines. En effet, l’anion sulfate n’étant pas nécessaire au 
dépliement des protéines, il agit donc probablement sur le phénomène d’agrégation lui-
même195. Marangon et ses collaborateurs ont souhaité vérifier que l’effet du sulfate n’est pas 
simplement dû à l’augmentation de la force ionique et a constaté qu’avec NaCl, l’agrégation 
était très limitée par rapport à Na2SO4, à force ionique égale
195. Toutefois, ces auteurs ne 
favorisent pas l’hypothèse de « salting-out » car les concentrations en sulfate utilisées dans cette 
étude sont nettement inférieures à celles rapportées pour ce phénomène. L’effet du sulfate 
proviendrait de son caractère divalent : il serait capable de réaliser des ponts entre les protéines 
par interactions ioniques, aboutissant à la formation d’agrégats195. 
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4.2.4.4  Agents réducteurs 
La présence d’agents réducteurs est susceptible d’agir sur la dénaturation des protéines 
des vins, en particulier des TLPs. En effet, Marangon et ses collaborateurs se sont intéressés à 
l’effet de l’ajout d’un agent réducteur, le DL-dithiotreithol (DTT), sur la formation, à 
température ambiante, d’un trouble entre des protéines préalablement chauffées et des tanins. 
Sans DTT, seules les chitinases forment du trouble avec les tanins après avoir été chauffées car 
elles sont dénaturées. Les TLPs se déplient à la chaleur mais se replient lors du refroidissement, 
perdant leur capacité à interagir avec les autres composés. Par contre, lors que le chauffage est 
effectué en présence de l’agent réducteur, la mise en contact ultérieure de ces protéines avec les 
tanins entraine la formation d’un trouble. L’explication proposée par ces auteurs est que le DTT 
provoque la réduction des ponts disulfure qui stabilisent la structure des TLPs et permettent 
leur repliement308. Ainsi, les TLPs dénaturées pourraient interagir avec les tanins après 
refroidissement (Figure 64). L’étape de dénaturation étant aussi un prérequis pour les 
interactions entre protéines, le même mécanisme est très probablement valable en l’absence de 
tanins. 
 
Figure 64 : Hypothèses de mécanismes concernant l'effet de la réduction par le DL-dithiotreithol 
(DTT) et de la chaleur sur les interactions entre TLPs et tanins. a) En l'absence de DTT, les protéines 
dépliées à haute température se replient lors du refroidissement. Aucun trouble n’est observé. b) 
En présence de DTT, les protéines se déplient sous l’effet de la chaleur et les ponts disulfures sont 
réduits. Lors du refroidissement, les protéines n’ont plus la capacité de se replier totalement et 
peuvent interagir avec les tanins. Adapté de Marangon et al., 2010308. 
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A partir de ce travail, d’autres auteurs ont cherché à établir si le SO2, qui est l’additif le 
plus utilisé dans les vins, peut, de la même façon que le DTT, favoriser la formation de trouble 
protéique dans ces boissons218. Ils ont constaté qu’après un test de stabilité à la chaleur (80°C 
pendant 2 h), la turbidité de vins modèles contenant des fractions totales de protéines de vins 
blancs augmentait fortement avec l’augmentation de la quantité de SO2 ajouté (0 – 200 mg/L, 
soit la gamme de concentration autorisée dans les vins). Comme le DTT, le SO2 provoquerait 
le clivage des ponts disulfure des protéines, mais son impact sur la formation de trouble est plus 
important car, en plus de l’effet réducteur, ce composé a la capacité de retarder la reformation 
des ponts disulfures intraprotéines. Ce retard permettrait l’établissement de nouveaux ponts 
disulfures avec d’autres protéines, aboutissant à la formation d’agrégats218. Ces auteurs ont 
vérifié l’effet du SO2 sur des vins blancs et ont constaté que la turbidité après un test de stabilité 
à la chaleur (2 h à 80°C) était significativement plus importante dans les échantillons avec ajout 
de SO2 (quantité ajoutée non précisée)
218. 
Enfin, ces auteurs proposent que l’identification du sulfate comme facteur indispensable 
à la formation de trouble protéique par Pocock et ses collaborateurs196 (voir Travaux Antérieurs, 
paragraphe 4.2.4.3) proviendrait en fait de l’oxydation de SO2 en SO42- par réaction avec le 
peroxyde d’hydrogène (H2O2) issu de l’oxydation de composés phénoliques218 (voir Travaux 
Antérieurs, paragraphe 2.4.1). 
4.2.4.5 Acides organiques 
L’addition d’acides organiques (acides tartrique, malique, citrique, succinique ou 
gluconique) à un vin blanc ou à une solution de protéines de vin blanc dans l’eau inhibe 
l’apparition de turbidité lors d’un test de stabilité à la chaleur309. Les acides organiques ayant 
un pKa1 plus élevé, ont un effet protecteur moins important. Cela suggère l’établissement 
d’interactions électrostatiques entre les protéines chargées positivement aux pH des vins et les 
acides organiques. En effet, les acides organiques ayant un pKa1 élevé sont chargés 
positivement aux pH des vins et des répulsions interviennent donc avec les protéines. A 
l’inverse, lorsque les acides organiques sont chargés négativement, ils peuvent interagir avec 
les protéines. Selon les auteurs, cela protégerait les protéines de l’interaction avec un autre 
facteur inconnu (X), responsable de leur précipitation309. Cependant, cette hypothèse n’explique 
pas l’effet protecteur des acides organiques dans la solution aqueuse de protéines, à moins que 
le facteur X en question ne soit déjà lié aux protéines lors de leur purification. Deux explications 
plus simples peuvent être proposées : d’une part, l’interaction des protéines avec les acides 
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organiques est susceptible de limiter les interactions des protéines entre elles, et donc 
l’agrégation ; d’autre part, l’interaction avec les acides organiques augmente probablement la 
solubilité des protéines. Des travaux complémentaires seraient donc nécessaires pour 
comprendre le mécanisme d’action des acides organiques sur la précipitation des protéines. 
L’impact des acides organiques sur l’agrégation protéique n’a pas, à ma connaissance, 
été étudiée par d’autres équipes. 
Pour conclure, les facteurs favorisant ou inhibant les interactions entre protéines sont 
nombreux et leur action est complexe (Figure 65). En effet, plusieurs facteurs sont liés et 
l’évolution de certains d’entre eux est susceptible d’engendrer une modification d’autres 
facteurs. C’est le cas, par exemple, de l’ion sulfate, dont une variation de concentration entraine 
une modification de la force ionique, bien que son effet ne soit pas limité à ce seul phénomène. 
Certains facteurs comme la température et la présence d’agents réducteurs agissent 
principalement sur la dénaturation des protéines. Cependant, la plupart des facteurs étudiés (pH, 
force ionique, acides organiques) ayant un effet sur les interactions entre protéines agissent en 
partie sur la force des interactions électrostatiques.  
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Figure 65 : Résumé des mécanismes des interactions entre protéines. Les ronds bleus schématisent 
des monomères dénaturés, les ronds oranges représentent les noyaux d'agrégation. Adapté de van 
Sluyter et al. 2015183 et Andrews & Roberts, 2007303. 
L’existence d’interactions entre protéines aboutissant à la formation d’agrégats a été 
démontrée par de nombreuses études exposées dans cette partie. Cependant, les boissons sont 
des milieux très riches où les protéines ne sont jamais les seuls constituants macromoléculaires. 
Ainsi, bien que l’existence d’un trouble exclusivement protéique soit possible, plusieurs auteurs 
ont également montré la présence de composés phénoliques dans ce type de trouble310 et leur 
impact sur sa formation183, 185, 308. La principale hypothèse formulée est que, du fait de leurs 
propriétés tannantes, ils réaliseraient des ponts entre les agrégats protéiques, aboutissant à la 
formation de structures de taille importante. Cette question sera discutée dans le paragraphe 
suivant (§ 4.3). 
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4.3 Interactions protéines - composés phénoliques 
Le terme « tanins » utilisé pour décrire les proanthocyanidines fait référence à leur 
capacité à interagir avec les protéines. En effet, ce terme provient du processus de tannage des 
peaux pour former le cuir qui résulte de l’action des tanins sur le collagène. Ces capacités 
d’interaction des proanthocyanidines avec les protéines sont à la base d’une part de leurs 
fonctions biologiques dans la plante. En effet, ces molécules de défense inhibent l’action 
d’enzymes produites par d’éventuels bioagresseurs. En outre, les phénomènes d’astringence 
sont une réponse de l’organisme humain à ces caractéristiques des tanins : les protéines 
salivaires présentent une forte affinité avec les proanthocyanidines ce qui induit leur 
précipitation et réduit ainsi leur concentration dans le tractus digestif. Ainsi, ces composés 
phénoliques sont indisponibles pour l’inhibition des enzymes digestives ou la séquestration de 
métaux tels que le fer. Cependant, dans une moindre mesure, certains composés phénoliques 
monomères ont aussi la capacité d’interagir avec les composés aminés dont les protéines. Ces 
interactions entre composés phénoliques et protéines peuvent être irréversibles par liaisons 
covalentes ou réversibles226, 311. 
4.3.1 Interactions irréversibles 
4.3.1.1 A partir des o-quinones par addition nucléophile 
Les mécanismes de formation des quinones et semi-quinones sont décrits dans les 
paragraphes 2.1 et 2.2. 
Les o-quinones possèdent des propriétés électrophiles et peuvent donc réagir de façon 
covalente avec des composés nucléophiles tels que les polyphénols et les protéines312-313 par 
addition nucléophile. Dans les protéines, les groupements nucléophiles accessibles sont les 
thiols présents dans certains acides aminés, les thioéthers et les amines primaires et secondaires.  
La cystéine par son groupement thiol et la méthionine par son thioéther peuvent être 
impliqués dans des liaisons covalentes avec des o-quinones par un mécanisme d’addition 
nucléophile128, 138, 312-314. La réaction est une addition de Michael. Le carbone du cycle 
aromatique sur lequel se fait préférentiellement l’addition de l’acide aminé dépend de la 
structure du composé phénolique et donc du caractère électrophile de ses différents carbones. 
Ainsi, avec l’acide caféique comme avec l’acide caféoylquinique, l’addition de la cystéine a 
lieu en majorité sur le C-2 du groupe caféoyle (Figure 66) car il s’agit du carbone le plus 
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électrophile, en raison de la délocalisation conjuguée de l’électron sur un oxygène du cycle et 
sur la chaîne propénoyle315-316. Par contre, avec les catéchines, l’addition de la cystéine se ferait 
principalement sur les C-5’ et C-2’ (Figure 67), voire sur les deux316-317, en raison de leur 
proximité avec les groupements hydroxyles du cycle B. De petits peptides ou pseudopeptides, 
tels que le glutathion315, formé par la condensation d’un acide glutamique, d’une cystéine et 
d’une glycine, peuvent également réagir de cette façon. Cependant, dans ce cas, 
l’encombrement stérique intervient également. Ainsi, avec la (+)-catéchine, l’addition se fait 
préférentiellement sur le C-5’, puis sur le C-6’ et enfin sur le C-2’, bien que ce dernier soit plus 
électrophile que le C-6’ 318. 
 
Figure 66 : Adduit majoritaire entre un acide caféoylquinique et une cystéine 
 
Figure 67 : Adduits majoritaires entre une catéchine et une cystéine : Cys-2'-EC et Cys-5'-EC 
Les additions de Michael peuvent également avoir lieu avec les groupements amines 
primaires ou secondaires des acides aminés313-314, 319-320. Dans le cas de peptides ou de protéines, 
la réaction n’a pas lieu au niveau des acides aminés impliqués dans les liaisons peptidiques, 
mais uniquement sur les groupements N-terminaux314. Cependant, aux pH des produits à base 
de pomme, la plupart des groupements amines sont protonés ce qui diminue fortement leur 
caractère nucléophile314.  
4.3.1.2 A partir de carbocations 
En conditions acides, les liaisons interflavanes des procyanidines peuvent être clivées. 
Les unités terminales sont alors relarguées en tant que flavan-3-ols monomères et les unités 
d’extensions forment des carbocations très réactifs susceptibles de réagir avec des composés 
nucléophiles (Figure 68). C’est par exemple le cas lors de la réaction de phloroglucinolyse où 
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les unités d’extensions forment des adduits avec le phloroglucinol, ce qui permet la 
quantification des procyanidines et la détermination de leur degré de polymérisation. Des acides 
aminés nucléophiles, notamment les acides aminés soufrés, sont également susceptibles de 
réagir avec les carbocations. Ainsi, des adduits peuvent être formés avec des protéines311. 
 
Figure 68 : Acidolyse d'une procyanidine formant un carbocation et addition nucléophile d'un 
peptide contenant un acide aminé soufré. 
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4.3.2 Interactions réversibles 
4.3.2.1 Les interactions mises en jeu 
Les interactions réversibles entre polyphénols et protéines ont principalement été 
étudiées dans le contexte du phénomène d’astringence, mais aussi dans le cadre de la formation 
de trouble dans la bière179, ou dans les vins blancs308, 321. En effet, dans les deux cas, les 
processus d’interaction seraient dominés par des effets hydrophobes associés à des liaisons 
hydrogènes179, 203. L’importance relative de ces deux types d’interactions dépendrait des 
composés impliqués et des conditions expérimentales. Des liaisons ioniques pourraient 
également intervenir dans une moindre mesure169.   
Les interactions entre protéines et composés phénoliques ont été étudiées par 
observation de l’élution de cytochrome c sur des colonnes contenant des tanins immobilisés sur 
Sepharose 4B212. Les protéines sont éluées par l’utilisation de tous types de détergents. Ces 
résultats se portent en faveur de la présence d’effets hydrophobes se formant entre les 
groupements aromatiques des composés phénoliques et les sites hydrophobes des protéines, 
comme les cycles pyrrolidine des résidus proline (Figure 69).  La présence d’effets hydrophobes 
dans le cas des interactions entre des tanins et la BSA (Bovine Serum Albumin) ou la gélatine 
a également été confirmée par calorimétrie (ITC) 229. Baxter et ses collaborateurs ont également 
montré par spectroscopie RMN que les interactions entre plusieurs composés phénoliques et 
des fragments de protéines riche en proline étaient gouvernées par un stacking hydrophobe entre 
les cycles phénoliques et les résidus proline241, 243.  
D’autre part, la présence d’accepteurs de liaisons hydrogènes tels que le N,N-
diméthylformamide inhibe les interactions entre composés phénoliques et composés azotés169, 
181, 212, 219, 229, 241, 243. De même, ces interactions sont inhibées en présence de solvants non 
polaires comme le dioxane169, 181, 212, 219, 229, 241, 243 ou l’éthanol179, 181, 322. Ces résultats 
témoignent de l’existence de liaisons hydrogènes qui se situeraient entre les sites accepteurs de 
protons des protéines et les groupements hydroxyles des polyphénols (Figure 69). De plus, 
Simon et ses collaborateurs (2003) ont étudié l’interaction de la procyanidine B3 avec un 
fragment de protéine salivaire (IB714) par l’utilisation de plusieurs techniques : spectroscopie 
RMN, dichroïsme circulaire, spectrométrie de masse et modélisation moléculaire225. Ils ont 
démontré que le tanin se lie aux sites hydrophiles du peptide ce qui suggère l’implication de 
liaisons hydrogènes. Des expériences de calorimétrie (ITC) ont également montré la présence 
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d’interactions exothermiques menées par l’enthalpie entre l’épicatéchine et la BSA228. Ces 
auteurs ont donc conclu à la formation de liaisons hydrogènes entre ces composés.  
Cependant, le type de liaison dominant les interactions entre composés phénoliques et 
protéines dépend du couple étudié et des conditions d’expérimentation. En effet, chez plusieurs 
auteurs la turbidité observée lors de la mise en contact de tanins de raisin et de protéines riches 
en proline augmente lorsque la force ionique augmente181, 212, 244, 323  ce qui suggère une 
prépondérance d’effets hydrophobes. A l’inverse, lors d’autres expériences, la turbidité diminue 
avec l’augmentation de la force ionique324-325 ce qui serait caractéristique de liaisons 
hydrogènes. De même, certains auteurs ont observé une augmentation de la turbidité lors d’une 
augmentation de la température212, 251 suggérant des effets hydrophobes, alors que d’autres 
auteurs ont observé l’effet inverse325. Les différences constatées concernant l’impact de la 
température peuvent être expliquées par le fait que certaines protéines sont dénaturées à haute 
température ce qui peut augmenter les interactions avec les polyphénols. Des expériences d’ITC 
ont également montré des différences au niveau des mécanismes impliqués dans les interactions 
entre des tanins de thé et la gélatine ou la BSA232. En effet, dans cette étude, il est clair que les 
tanins forment principalement des liaisons hydrogènes avec la gélatine mais, dans le cas de la 
BSA, les auteurs n’ont pu déterminer si les interactions étaient dominées par des liaisons 
hydrogènes ou hydrophobes. De même, Cala et ses collaborateurs suggèrent que les deux types 
d’interactions sont susceptibles d’intervenir et que leurs importances relatives dépendent 
notamment de la nature des tanins et de leur état colloïdal326-327. Ainsi, pour différentes 
procyanidines dimères et trimère synthétiques (B1, B2, B3, B4, C2) en concentration inférieure 
à la concentration critique de micellisation (CMC), des interactions spécifiques hydrophiles se 
mettent en place avec des zones riches en proline de peptides. A l’inverse, au-dessus de la CMC, 
les tanins sont majoritairement présents sous forme de micelles formés par stacking π-π et ces 
complexes interagissent non spécifiquement, à la fois de façons hydrophile et hydrophobe avec 
les peptides326-327. De plus, McRae et ses collaborateurs ont étudié les interactions entre des 
tanins extraits de vins de différents degrés d’hydrophobicité avec la poly-L-proline. Ces auteurs 
ont observé que les tanins plus hydrophiles ont tendance à former des liaisons hydrogènes avec 
la poly-L-proline, tandis que des tanins hydrophobes interagissent plutôt de façon 
hydrophobe235. D’autres auteurs suggèrent des interactions essentiellement de nature 
hydrophobe avec une stabilisation des complexes grâce aux liaisons hydrogène240, 328.  
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Des liaisons ioniques dues aux interactions électrostatiques sont également supposées 
intervenir dans la formation de trouble. Ces liaisons pourraient se former par exemple entre les 
groupements ε-amine qui seraient positivement chargés dans des protéines contenant de la 
lysine et les groupements hydroxyles négativement chargés des polyphénols, à pH élevé169 
(Figure 69). Cependant, à des pH acides et neutres, la présence de liaisons ioniques est peu 
probable en raison de l’absence de groupements chargés sur les polyphénols à ces pH212, 311. 
Néanmoins, l’étude de l’évolution des phénomènes d’agrégation en fonction du pH permet 
d’émettre des suppositions concernant l’existence de liaisons ioniques. Ainsi, en observant les 
phénomènes de précipitation, Hagerman et Butler ont déduit que les interactions des protéines 
avec les tanins étaient plus fortes à des pH proches de leur point isoélectrique329. Ce phénomène 
serait expliqué par le fait que la répulsion protéine-protéine est plus faible autour du point 
isoélectrique. D’autres auteurs ont également rapporté une plus grande affinité de la sérum 
albumine bovine (BSA) pour des composés phénoliques autour du point isoélectrique de la 
protéine330. Cependant, plusieurs auteurs n’ont observé aucun effet du pH sur les interactions 
entre la BSA et l’acide 5-O-caféoylquinique231 ou la (-)-épicatéchine219, 228, 254.  
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Figure 69 : Différents types d'interactions impliquant composés phénoliques et protéines. Extrait de 
Le Bourvellec & Renard, 2012203. 
Finalement, les interactions entre les protéines et les polyphénols seraient gouvernées 
par une combinaison d’interactions hydrophiles et hydrophobes, couplées à des interactions 
électrostatiques dans certaines conditions. L’importance relative de chacun de ces types de 
liaisons dépend d’une multitude de facteurs tels que la structure et la conformation des deux 
acteurs principaux ainsi que de leurs concentrations relatives, mais aussi des conditions du 
milieu telles que le pH193, 197, 219, 228, 231, 254, 329, la force ionique180, 193, 195, 324, 331, le taux 
d’alcool180, 235, 322, 332-333, la température etc.  
4.3.2.2 Influence des propriétés des composés phénoliques 
Les propriétés des composés phénoliques telles que leur structure, leur taille et leur 
conformation influencent leur affinité pour les protéines. 
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4.3.2.2.1 Structure et conformation des composés phénoliques 
L’existence d’interactions entre protéines et composés phénoliques dépend en partie de 
la structure de ces derniers. Bien que des phénols simples aient la capacité d’interagir avec les 
protéines, ceux-ci ne peuvent pas induire la formation de complexes. En effet, n’ayant qu’un 
seul site de liaison, ils ne peuvent interagir qu’avec un seul site protéique. Il ne peut donc pas y 
avoir formation de réseaux réticulés226 (Figure 70). Ainsi, les acides phénoliques ne peuvent 
être responsables de la formation de gros agrégats.  
 
Figure 70 : Formation de complexes composé phénolique-protéines. a) Avec des composés ne 
possédant qu’un seul noyau phénolique c’est-à-dire un seul site de liaison, des interactions se 
forment avec les protéines mais n’aboutissent pas à la formation de gros agrégats, b) Avec des 
composés phénoliques possédant plusieurs noyaux phénoliques, ceux-ci peuvent former des ponts 
entre les protéines et aboutir ainsi à la formation de gros agrégats. Adapté de Mc Manus et al., 
1995226. 
Le nombre et la position des groupements hydroxyles sur le groupement aromatique 
jouent également un rôle dans l’affinité des polyphénols pour les protéines. En effet, Mc Manus 
et ses collaborateurs ont démontré que l’affinité des groupements aromatiques pour les 
protéines est hiérarchisée de la façon suivante : 
Monophénols < meta-diphénols < ortho-diphénols < triphénols vicinaux226 
D’autres auteurs ont également constaté que les flavan-3-ols présentant un plus grand 
nombre de groupements hydroxyles possèdent une plus grande capacité à se lier à des 
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protéines206, 334. Cela est vrai dans le cas des monomères, mais aussi dans le cas des polymères. 
Ainsi, les prodelphinidines présenteraient une plus grande affinité pour l’albumine de sérum 
bovin (BSA) que les procyanidines206. Cela s’expliquerait par le fait que l’augmentation du 
nombre de groupements hydroxyles favorise l’établissement de liaisons hydrogènes. 
Cependant, Poncet-Legrand et ses collaborateurs ont montré une affinité plus faible de 
l’épigallocatéchine  pour la poly-L-proline que l’épicatéchine230. Pourtant, ces deux composés 
ne diffèrent que par la présence d’un groupement hydroxyle supplémentaire sur le noyau B. Les 
auteurs expliquent cette hiérarchie d’affinité par une solubilité dans le solvant plus faible pour 
l’épicatéchine, favorisant les interactions avec le peptide. La nature de la protéine utilisée 
intervient probablement dans les différences entre les résultats. 
De plus, les tanins galloylés interagiraient plus avec les protéines que les composés non 
galloylés. En effet, l’estérification par l’acide gallique fournit au composé phénolique un noyau 
triphénol vicinal supplémentaire (Figure 71). Ainsi, un suivi par néphélométrie a montré que 
l’activité tannante de la (-)-épicatéchine ou de la procyanidine B2 augmente lorsque ces 
composés sont estérifiés par l’acide gallique209. Les auteurs de cette étude expliquent la 
différence d’interaction avec les protéines entre les deux monomères par le fait que le (-)-
épicatéchine gallate présente une conformation plus ouverte et flexible que la (-)-épicatéchine. 
D’autre part, en étudiant l’extinction de fluorescence lors d’interactions entre divers composés 
phénoliques et l’α-amylase ou la BSA, ce même groupe a démontré que les composés galloylés 
(procyanidine B2-gallate et épicatéchine-gallate) présentent une affinité de liaison pour les 
protéines plus importantes que les composés non galloylés ((+)-catéchine et procyanidine 
B4)253. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Poncet-Legrand et ses collaborateurs qui 
expliquent également ce phénomène par le coefficient de partition n-octanol/eau des composés 
galloylés plus faible que celui des composés non galloylés230. L’explication proposée par ces 
auteurs est que plus le coefficient de partition est élevé, plus le composé étudié est hydrophobe 
et donc plus il est susceptible d’interagir, par le biais d’interactions hydrophobes, avec les 
protéines riches en proline. En effet, la galloylation consiste en une « augmentation du nombre 
de cycles aromatiques ce qui favorise les interactions hydrophobes par stacking π-π » 203. 
106 
 
 
Figure 71 : Structure de l'épigallocatéchine-3-gallate, un gallotanin. 
Des effets stériques régissent également l’affinité des polyphénols pour les protéines. 
En effet, des études de turbidimétrie ont montré une apparition de trouble plus importante entre 
la poly-L-proline et la (+)-catéchine qu’avec la (-)-épicatéchine209, 215, 230. Or ces deux composés 
ne diffèrent que par la stéréochimie d’un groupement hydroxyle (Figure 72), ce qui est 
susceptible de modifier l’exposition des sites de liaison. Poncet-Legrand et ses collaborateurs 
relient également ces différences au coefficient de partition dans le mélange n-octanol/eau : la 
catéchine serait moins soluble que l’épicatéchine et donc plus susceptible d’interagir avec les 
protéines230. De Freitas et Mateus ont également montré que la procyanidine B3, correspondant 
au dimère (+)-catéchine-(4→8)-(+)-catéchine, avait tendance à former des agrégats avec les 
protéines plus facilement que la procyanidine B4, qui est le dimère (+)-catéchine-(4→8)-(-)-
épicatéchine209.  
 
Figure 72 : Comparaison des structures de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine. 
Finalement, selon ces études, l’ordre d’affinité des flavan-3-ols monomères pour les 
protéines serait le suivant : 
(-)-épigallocatéchine < (-)-épicatéchine < (+)-catéchine < (-)-épigallocatéchine gallate 
< (-)-épicatéchine gallate 
Notons que seules la (-)-épicatéchine et la (+)-catéchine sont présentes dans la pomme 
et ses produits dérivés. 
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Dans le cas de composés polymérisés tels que les proanthocyanidines, en plus de 
dépendre des monomères constitutifs, l’affinité pour les protéines serait également régie par les 
carbones impliqués dans les liaisons interflavanes. Ainsi, des dimères liés en C4-C8 
présenteraient une activité tannante plus importante que des dimères liés en C4-C6209. Selon 
ces auteurs, ce phénomène serait dû à une plus grande flexibilité de la molécule et à un 
positionnement différent par rapport aux sites de liaisons protéiques. L’importance de la 
flexibilité du composé phénolique a été soulignée par plusieurs études : les groupes de Frazier 
(2003) et Deaville (2007) ont montré que des tanins galliques flexibles présentaient une plus 
grande affinité pour la BSA que d’autres tanins galliques ou ellagiques de conformation 
rigide227, 229. De plus, Cala et ses collaborateurs estiment que les interactions avec les protéines 
dépendent de la compacité des tanins : les composés dont les groupements aromatiques sont 
déjà impliqués dans du stacking intramoléculaire (tels que les procyanidines B3 et B4) ont une 
capacité plus faible à interagir avec les peptides que les composés à la conformation plus 
ouverte (tels que les procyanidines B2, C2 et dans une moindre mesure B1)327. 
4.3.2.2.2 Taille et degré de polymérisation 
La taille des composés phénoliques et, en particulier, le degré de polymérisation des 
proanthocyanidines sont des facteurs importants lors de l’établissement d’interactions avec les 
protéines. En effet, l’augmentation du nombre d’unités constitutives des polyphénols augmente 
naturellement le nombre de sites de liaisons potentiels et permet d’établir des ponts entre les 
protéines, formant alors des complexes réticulés. Ainsi, de nombreuses études ont démontré 
que la capacité des proanthocyanidines à interagir avec les protéines augmente avec leur degré 
de polymérisation206, 209, 213, 238, 241, 246, 252-253, 334-338. Cependant, au-delà d’une certaine taille, les 
interactions des composés phénoliques avec les protéines semblent diminuer : de Freitas et 
Mateus (2001) ont observé par néphélométrie une diminution de l’agrégation avec des protéines 
salivaires ou la BSA pour des proanthocyanidines de taille supérieure à 3400 Da210. Ces auteurs 
attribuent ce phénomène à des effets d’encombrement stérique ainsi qu’à une flexibilité réduite 
des tanins hautement polymérisés. 
Les propriétés de structure et de conformation des composés phénoliques constituent 
des facteurs primordiaux dans l’établissement d’interactions avec les protéines. Ces propriétés 
influent sur le nombre de sites de liaisons, sur leurs affinités respectives pour les sites protéiques 
et sur leur accessibilité. 
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4.3.2.2.3 Oxydation 
Comme dans le cas de l’auto-association des composés phénoliques (voir Travaux 
Antérieurs, paragraphe 4.1.2.1), l’oxydation des composés phénoliques, en modifiant leur 
structure, modifie leur capacité à interagir avec les protéines. En effet, deux hypothèses 
coexistent quant au type de liaisons créées par l’oxydation (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 
2.3.2). D’une part, l’établissement de liaisons intermoléculaires induirait une augmentation de 
la taille des tanins et donc du nombre de sites potentiels d’interaction avec les protéines. D’autre 
part, la formation de liaisons d’oxydation intramoléculaire modifierait la rigidité des tanins, ce 
qui peut faciliter leur interaction avec d’autres composés, et leur hydrophobicité, ce qui 
favoriserait la formation d’interactions hydrophobes. 
4.3.2.3 Influence des propriétés des protéines 
4.3.2.3.1 Taille des protéines 
L’affinité des polypeptides pour les composés phénoliques dépend de leur taille. Ainsi, 
Hagerman et Butler ont montré que, à l’exception des protéines riches en proline (PRPs), les 
protéines de moins de 20 kDa ont une faible affinité pour les tanins étudiés et que l’affinité est 
quasi nulle dans le cas des petits peptides329. Une explication peut être que lorsque la longueur 
du polypeptide augmente, le nombre de sites de liaisons potentiels augmente également. 
Charlton et ses collaborateurs ont également montré que l’affinité de protéines contenant de 
multiples répétitions d’une séquence était beaucoup plus importante que dans le cas de la 
séquence seule242. Cependant, la simple augmentation du nombre de sites de liaisons ne suffit 
pas à expliquer la différence d’affinité. Les auteurs de cette dernière étude concluent à des effets 
de synergie dus à un enroulement de la protéine autour du tanin, à l’origine d’interactions 
secondaires. 
4.3.2.3.2 Conformation des protéines 
La conformation des protéines régit leur capacité à interagir avec les polyphénols : les 
protéines ayant une conformation ouverte et flexible présentent une plus grande affinité pour 
les composés phénoliques que les protéines globulaires compactes. Cela s’explique simplement 
par le fait que plus de sites de liaisons sont accessibles, notamment les zones hydrophobes de 
la protéine329. Ainsi, les composés phénoliques peuvent interagir par un stacking face-à-face 
avec les acides aminés hydrophobes tels que la proline (Figure 73). A l’inverse, les interactions 
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avec les protéines globulaires n’impliqueraient que les résidus présents à la surface de la 
protéine240-242.  
 
Figure 73 : Proposition d'interaction par stacking entre un peptide riche en proline et le pentagalloyl 
glucose. Ici, le stacking primaire s'effectue au niveau du noyau pyrrolidine de Pro13. Adapté de 
Baxter et al., 1997241. 
Ce type de conformation ouverte peut être naturel, c’est notamment le cas pour les 
protéines salivaires ou les protéines responsables du trouble dans la bière240, 244, 339, mais il peut 
aussi être le résultat d’un dépliement de protéines globulaires provoqué par exemple par la 
chaleur, comme c’est le cas dans les vins blancs (détaillé dans les Travaux Antérieurs, 
paragraphe 4.2). 
4.3.2.3.3 Structure et composition en acides aminés  
La composition en acides aminés du polypeptide est un des facteurs les plus importants 
régissant l’affinité des protéines pour les composés phénoliques. Elle intervient dans un grand 
nombre des propriétés des protéines comme la conformation et le caractère acide ou basique.  
Les protéines présentant le plus d’affinité pour les polyphénols sont les protéines riches 
en proline (PRPs). Ces protéines sont représentées par un grand nombre de protéines salivaires, 
ainsi que par des protéines présentes dans la bière et provenant de l’orge appelées les hordéines. 
Asano et ses collaborateurs ont montré que la capacité de protéines de bière à précipiter la 
catéchine était reliée linéairement au contenu en proline de ces protéines169. L’impact de la 
présence de la proline s’explique de plusieurs façons : d’une part, il s’agit d’un site hydrophobe 
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grâce à son noyau pyrrolidine244 (Figure 74) ; d’autre part, la présence de résidus proline 
maintient la protéine dans une conformation étendue ou en pelote statistique qui favorise les 
interactions avec les composés phénoliques240, 244. En tant que sites de liaisons privilégiés, les 
résidus proline jouerait un rôle primordial dans la reconnaissance entre la protéine et le composé 
phénolique244. En effet, la proline possède une amine tertiaire, moins solvatée que les amines 
secondaires, ce qui faciliterait l’addition d’un ligand puisque moins d’énergie serait nécessaire 
pour rompre les liaisons avec le solvant240. De plus, les substituants méthylène sur l’amine 
tertiaire peuvent fournir des électrons à la liaison peptidique et la fonction carbonyle devient 
alors un bon accepteur de liaison hydrogène. Ainsi, la liaison amide précédant la proline 
constitue probablement un site de liaison important240. 
 
Figure 74 : Structure de la proline 
Cependant, la proline n’est pas le seul acide aminé susceptible d’interagir avec les 
polyphénols. L’arginine serait aussi impliquée219, 240. En effet, cet acide aminé est doté d’une 
longue chaine latérale hydrophobe terminée par un groupement donneur de liaisons hydrogènes. 
Ainsi, l’arginine interagit probablement dans un premier temps de façon hydrophobe avec les 
composés phénoliques galloylés puis l’association est stabilisée par liaison hydrogène. 
L’observation à pH neutre d’interactions entre des tanins et des histatines, des protéines 
salivaires très riches en histidine, synthétiques laisse à penser que cet acide aminé pourrait 
également être impliqué340-341. Wroblewski et ses collaborateurs suggèrent d’ailleurs que 
l’épigallocatéchine gallate (EGCG) et les histatines entretiendraient des interactions 
hydrophobes entre les groupements aromatiques du composé phénolique et les chaines latérales 
aromatiques des résidus phénylalanine et tyrosine ainsi qu’avec le noyau imidazole de 
l’histidine342.  Cependant, d’autres auteurs n’ont pas observé d’interaction entre une fraction 
contenant différentes protéines riches en histidine, purifiée à partir de salive humaine, et divers 
tanins219. Hormis la provenance des protéines, ces études sont similaires et rien ne semble 
expliquer la différence de résultats obtenus. Enfin, plusieurs études rapportent également le rôle 
de la phénylalanine comme étant un site de liaison important219, 243, 343.  
L’influence de l’enchainement des acides aminés est également notable. En effet, dans 
le cas de protéines riches en proline, le premier résidu proline d’une séquence pro-pro 
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constituerait un site de liaison privilégié notamment parce que la proline impose une 
conformation rigide ouverte impliquant le résidu précédent et permettant l’approche des 
composés phénoliques22, 30. La présence de glycine à proximité de la proline confère également 
une structure favorisant l’accès aux tanins225, 247. A l’inverse, la neurotensine, un peptide de 13 
acides aminés dont 2 prolines, ne forme de stacking ni avec le resveratrol, ni avec le β-penta-
O-galloyl-D-glucopyranose. En effet, la présence d’arginine, de tyrosine et de lysine aux 
chaines latérales volumineuses à proximité des résidus prolines limite l’approche des 
polyphénols328. De plus, Wroblewski et ses collaborateurs montré qu’une histatine et un peptide 
synthétique constitué des mêmes acides aminés dans un ordre modifié n’interagissaient pas du 
tout de la même façon avec l’EGCG, malgré une structure secondaire identique342. 
4.3.2.3.4 Glycosylation des protéines 
La glycosylation des protéines riches en proline augmente leur affinité pour les tanins344, 
probablement parce que la présence de l’oligosaccharide sur la protéine maintient celle-ci dans 
une configuration ouverte qui favorise les interactions. Cependant, la glycosylation 
occasionnerait également une augmentation de la solubilité des complexes formés, limitant 
ainsi la formation d’agrégats insolubles.  
 
4.3.2.4 Influence des conditions expérimentales 
Les effets des conditions expérimentales sur les interactions polyphénol-protéine sont 
complexes en raison de la grande diversité des structures et des propriétés des couples de 
composés.  
4.3.2.4.1 Ratio polyphénol/protéine 
Les interactions entre protéines et composés phénoliques sont influencées par la 
concentration de la solution, mais aussi par le rapport des concentrations de chaque composé. 
Cela a été expliqué par la capacité des polyphénols à réagir comme des ligands polydentés. En 
effet, en excès de protéine, chaque composé phénolique ne s’associe qu’à une seule protéine, 
mais, lorsque la proportion de polyphénols augmente, ceux-ci peuvent se lier à deux protéines 
et ainsi former des ponts entre elles. A l’inverse, si les polyphénols sont en excès, les sites de 
liaison des protéines vont être saturés par des polyphénols seuls, diminuant ainsi la probabilité 
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de formation de ponts181 (Figure 75). Ainsi, il existerait un ratio polyphénol/protéine optimal 
pour une formation maximale de trouble181.  
 
Figure 75 : Impact des concentrations relatives en protéines et polyphénols dans la formation 
d'agrégats. a) Nombre de sites de liaisons égal entre polyphénols et protéines : réticulation et 
formation de gros agrégats, b) Plus de sites de liaison sur les protéines : formation de dimères mais 
pas de gros agrégats, c) Plus de sites de liaisons sur les polyphénols : les sites de liaison des protéines 
sont saturés par les polyphénols, formation de dimères mais pas de gros agrégats. Adapté de Siebert 
et al., 1996181. 
Jöbstl et ses collaborateurs proposent une hypothèse légèrement différente pour 
expliquer l’effet de ce ratio sur l’interaction entre la β-caséine et l’EGCG : lorsque les 
polyphénols sont limitants, plusieurs d’entre eux se fixent sur chaque protéine et forment des 
ponts au sein de la protéine, provoquant ainsi son repliement et donc une diminution de sa taille. 
Lorsque le ratio polyphénol/protéine augmente, les composés phénoliques liés à la surface de 
la protéine peuvent former des ponts entre les protéines, formant des dimères insolubles. Enfin, 
un ratio encore plus élevé entraine l’agrégation des dimères, conduisant à leur précipitation15. 
Ce type de mécanisme est aussi proposé par Pascal et ses collaborateurs concernant l’interaction 
entre l’EGCG et une PRP basique, l’IB5222. Ces auteurs ont également montré que lorsque la 
concentration protéique est élevée, des ponts peuvent se former à des ratios polyphénol/protéine 
bien plus faibles que dans le cas d’une concentration protéique plus réduite222 (Figure 76). Cela 
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s’explique simplement par la plus grande proximité des molécules dans une solution 
concentrée. 
 
 
Figure 76 : Proposition de mécanismes d'interaction entre le peptide IB-5 et l'EGCG. Les ronds gris 
représentent les molécules d'EGCG et les courbes noires les peptides. Les ronds blancs 
correspondent aux agrégats. Extrait de Pascal et al., 2007222. 
4.3.2.4.2 Température 
La température a un net effet sur la formation de complexes polyphénols-protéines. 
Plusieurs auteurs ont constaté en milieu modèle une augmentation de la turbidité lorsque la 
température augmente181, 212, 345. Les hypothèses formulées sont, d’une part, qu’une élévation 
de température favorise la probabilité de rencontre345 et, d’autre part, que les effets hydrophobes 
sont favorisées par une augmentation de température212, 346. De plus, à des températures élevées, 
les protéines peuvent être dénaturées et exposer certains sites de liaisons aux polyphénols181, 
305. Cependant, dans une autre étude, Miedl et ses collaborateurs ont observé l’effet inverse en 
étudiant la formation de trouble dans une bière du commerce : une augmentation de température 
entrainait une diminution de la turbidité. Ces auteurs expliquent cette différence par l’hypothèse 
qu’à basse température, les phénomènes de nucléation sont favorisés alors qu’à haute 
température, la croissance des particules est favorisée. Ainsi, dans un milieu réel, la première 
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étape de nucléation ne pourrait avoir lieu à haute température. Par contre, en milieu modèle, la 
solubilité des molécules et leur concentration sont telles que l’étape de nucléation ne serait pas 
indispensable345. Une autre hypothèse à ce résultat est que dans le milieu réel les composés 
impliqués peuvent être légèrement différents de ceux utilisés dans les expériences en milieu 
modèle. La nature des interactions impliquées pourrait donc varier et des interactions 
hydrophiles pourraient être favorisées dans certains cas. Cette hypothèse est soutenue par 
d’autres auteurs qui ont observé que la solubilité de l’α-lactalbumine en présence de 
procyanidines augmente lorsque la température augmente de 10 à 40°C347.  
Ainsi, l’impact de la température sur les interactions polyphénols-protéines est 
complexe et dépend à la fois de la nature des liaisons impliquées, de la nature des partenaires, 
en particulier de la température de dénaturation de la protéine, et des conditions du milieu. 
4.3.2.4.3 pH 
Le pH joue un rôle dans les interactions moléculaires, notamment en modifiant l’état de 
charge des molécules, en particulier des protéines. Ainsi, plusieurs auteurs ont noté un 
maximum d’agrégation autour du point isoélectrique des protéines impliquées179, 251, 323, 329-330, 
341, 348. Charlton et ses collaborateurs suggèrent que ce phénomène est dû à des répulsions entre 
les charges protéiques lorsque le pH est distant du pI219. Les agrégats sont donc plus susceptibles 
de s’interconnecter lorsque les charges sont moindres, c’est-à-dire autour du pI. De façon 
cohérente, Kawamoto et al. supposent que le pH n’agit pas sur la complexation entre les tanins 
et les protéines, mais sur l’étape suivante d’interconnexion des complexes aboutissant à leur 
précipitation323. Pourtant, Prigent et ses collaborateurs ont constaté par ITC (Isothermal 
Titration Calorimetry) que l’affinité entre des procyanidines et l’α-lactalbumine ou le lysozyme 
augmente lorsque le pH se rapproche des pI des protéines347. D’autre part, des auteurs ont 
montré que des histatines, dont le pI est supérieur à 9,5, étaient mieux précipitées par l’EGCG 
à pH 3 qu’à pH 7,4, suggérant qu’une charge nulle des protéines n’est pas l’unique facteur 
régissant l’effet du pH sur les interactions polyphénols-protéines340.  
D’autres auteurs, étudiant la formation de complexes entre la BSA et la (-)-épicatéchine, 
la (+)-catéchine et la rutine n’ont pas observé d’effet du pH228, 254. Cependant, ces études ont 
été réalisées, non pas par étude de la précipitation, mais par ITC et par extinction de 
fluorescence, qui sont des méthodes plus précises permettant d’observer les phénomènes 
initiaux de l’interaction, mais ne donnant pas accès à l’étude de la seconde phase de l’agrégation 
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mentionnée plus haut. Ces résultats sont cohérents avec ceux de Charlton et ses 
collaborateurs219. De plus, une diminution du pH de 7,0 à 3,0 n’impacte pas les constantes de 
liaison entre la BSA et l’acide 5’-O-caféoylquinique (CQA), mais augmente légèrement le 
nombre de molécules de CQA par molécule de BSA  pour certains ratios protéine/polyphénol 
(10 à 15 moles de CQA par mole de BSA)231. Cela peut s’expliquer par le fait qu’à pH 7, l’acide 
caféoylquinique présente une charge négative qui induit donc des répulsions entre molécules 
de CQA. Par contre, à pH 3, cette répulsion n’existe plus, permettant une plus grande proximité 
des molécules de CQA liées à la BSA. 
4.3.2.4.4 Force ionique 
L’effet de la force ionique sur les interactions et sur l’agrégation polyphénol/protéine 
est très variable et dépend notamment des couples impliqués. Ainsi, Carvalho et ses 
collaborateurs ont constaté par turbidimétrie un léger effet inhibiteur d’une augmentation de 
force ionique sur l’agrégation entre des tanins de pépins de raisin et l’α-amylase. A l’inverse, 
ces mêmes auteurs ont noté une nette augmentation de la turbidité avec le peptide IB8c lors de 
l’élévation de la salinité207. D’autre part, l’augmentation de la quantité de sel augmente le 
niveau de trouble formé entre la catéchine et la gliadine181. Les auteurs supposent que cette 
observation est due à des phénomènes de salting-out, c’est-à-dire qu’en présence de sels, 
l’environnement de la protéine est moins hydraté, ce qui favorise des interactions de nature 
hydrophobe avec d’autres constituants. De même, Oh et ses collaborateurs ont constaté une 
augmentation considérable de la turbidité avec la force ionique (0,01 à 1,0 M) lors de 
l’incubation de poly-L-proline ou de la gélatine avec des tanins de raisin, à pH 4,0. Ces auteurs 
attribuent ce fait à la nature hydrophobe des interactions212. En effet, les effetss hydrophobes 
sont favorisés par une augmentation de la force ionique346. Par contre, ces auteurs n’ont pas 
observé d’impact de la force ionique de 0,01 à 1 M sur la turbidité engendrée par l’interaction 
entre ces mêmes tanins de raisin et la BSA212. Prigent et al. ont également constaté que la force 
ionique (0,027 - 0,1 M) ne semble pas avoir d’impact sur la solubilité de l’α-lactalbumine en 
présence de procyanidines de pommes, à pH 5,5347. A l’inverse, à pH 7, Rawel et ses 
collaborateurs ont montré une diminution des interactions entre la BSA et la quercétine lors de 
l’augmentation de la force ionique de 0,05 à 0,5 M de NaCl. Ces auteurs attribuent ce 
phénomène à l’augmentation de la couche de solvatation de la protéine qui préviendrait 
l’interaction avec la quercétine330. A l’inverse, l’agrégation résultant de l’interaction entre la 
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BSA et des procyanidines oligomériques en solution hydroéthanolique (12 % d’éthanol) 
diminue fortement lors du passage de 0,07 à 0,5 M de chlorure de sodium324.  
Carvalho et ses collaborateurs suggèrent que l’impact de la force ionique selon les 
partenaires en présence est dû à l’hydratation des sels, éliminant alors les couches eau/éthanol 
autour des agrégats et favorisant ainsi les interactions entre protéine et polyphénols. Les 
différences de comportement entre les protéines seraient dues à une différence de pI ; 
notamment, le pI de l’α-amylase étant plus proche du pH de l’étude, sa charge plus faible 
expliquerait le faible effet de la force ionique sur l’agrégation207.  
Comme pour le pH, Kawamoto et ses collaborateurs supposent que la force ionique 
n’intervient pas sur la complexation initiale mais sur la capacité des complexes à précipiter, qui 
serait principalement dirigée par la solubilité de la protéine323. En effet, ces auteurs ont constaté 
que la capacité du galloylglucose à précipiter la BSA diminue quand la concentration en NaCl 
varie de 5 à 100 mM puis augmente de 100 mM à 1 M323.  
Ce type de mécanisme pourrait intervenir dans la formation de trouble dans les jus de 
pomme puisque Tajchakavit et ses collaborateurs ont observé une augmentation de la turbidité 
d’un jus lorsque la salinité est augmentée jusqu’à 800 mM. Ces auteurs proposent l’hypothèse 
que les sels ne participent pas à l’initiation de l’agrégation mais favorisent la floculation en 
altérant la double couche électrique entre les particules et le liquide suspendant349.  
4.3.2.4.5 Ethanol 
Plusieurs auteurs ont observé que l’augmentation de la concentration en éthanol 
diminuait l’astringence de solutions contenant des composés phénoliques. Une explication 
possible est que la présence d’alcool augmente la viscosité de la salive et diminue ainsi les 
interactions entre les polyphénols et les protéines salivaires, tout en limitant la précipitation des 
complexes332-333. Dans le vin, Serafini et ses collaborateurs ont montré que la précipitation de 
la BSA par les tanins diminue lorsque le taux d’alcool augmente de 0 à 22 %. Les auteurs 
supposent que l’éthanol serait responsable de la rupture d’interactions hydrophobes impliquées 
dans cette précipitation322. Pascal et al. (2008) ont constaté par SAXS une diminution de 
l’intensité diffusée par une solution de protéines salivaires et d’EGCG ou de procyanidines 
lorsque le taux d’éthanol est augmenté de 2 à 12 %. Aucun changement de taille ni de 
polydispersité n’est cependant observé et la diminution de la diffusion traduit donc une 
diminution de la concentration des particules. De plus, la précipitation observée dans le mélange 
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protéine/tanin avec 2 % d’éthanol est absente à 12 % 350. D’autre part, les interactions entre des 
tanins de vin et la poly-L-proline sont de plus en plus faibles lorsque la concentration en éthanol 
augmente de 5 à 40 %235. De plus, ces auteurs ont mis en évidence par ITC des changements 
des mécanismes d’interaction lorsque le taux d’alcool varie de 10 à 15 %. En effet, à 10 % 
d’éthanol, les interactions seraient de nature à la fois hydrophobe et hydrogène alors que seules 
des liaisons hydrogène se formeraient à 15 % d’éthanol. A 40 % d’éthanol, les deux types 
d’interactions sont défavorisés d’où une faible liaison tanins-protéines235.   
Cependant, des auteurs ont démontré que les interactions entre des tanins et des 
protéines salivaires augmentent lorsque le taux d’éthanol passe de 0 à 13 %333. Par 
turbidimétrie, d’autres auteurs ont montré que le trouble formé par l’interaction de l’acide 
tannique avec la gliadine diminue dans un premier temps lorsque le taux d’alcool augmente de 
0 à 6 % puis augmente ensuite jusqu’à 12 % d’éthanol. Les auteurs suggèrent que la diminution 
de la turbidité est due à l’interférence de l’alcool avec les liaisons hydrophobes puis que 
l’augmentation du taux d’éthanol provoque une baisse de solubilité de la protéine180. 
4.4 Interactions impliquant les polysaccharides 
Les interactions impliquant des polysaccharides ont été largement étudiées. Cependant, 
de nombreuses études s’intéressent aux interactions impliquant les constituants 
polysaccharidiques insolubles des parois végétales. Or, seuls les constituants solubles des parois 
que sont les pectines et les hémicelluloses sont susceptibles d’être présents dans les boissons à 
base de fruits (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 1.2). Pour cette raison, la revue 
bibliographique qui suit traite essentiellement des polysaccharides solubles. Des 
polysaccharides provenant des levures peuvent également être trouvés dans les boissons 
fermentées et seront également traités dans ce paragraphe.  
4.4.1 Interactions entre polysaccharides 
Les troubles d’origine polysaccharidique sont peu décrits car ils peuvent, pour la 
plupart, être facilement éliminés par traitements enzymatiques. Ces composés semblent 
uniquement interagir au sein de la même famille.  
4.4.1.1 L’amidon 
Lorsqu’il est chauffé, l’amidon devient partiellement soluble. Lors de la pasteurisation 
de jus de fruits en contenant, des fragments d’amylose et d’amylopectine entrent en solution et 
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peuvent y rester durant les opérations de clarification et filtration des moûts. Ils peuvent ensuite 
se réaligner et s’associer pour former des troubles, voire des précipités177. Ce phénomène, 
appelé rétrogradation est accéléré par de faibles températures et par la présence d’alcool ou de 
tanins. Notons cependant que l’amidon est généralement peu présent dans les boissons à base 
de pommes lorsque celles-ci sont pressées à maturité. 
4.4.1.2 Les arabinanes 
Durant le stockage de jus de pommes concentrés, des particules microcristallines de 
structure très uniforme peuvent apparaître et sédimenter. Il s’agit de polysaccharides 
uniquement constitués de résidus arabinose. Des analyses de méthylation ainsi que par RMN 
dévoilent que ce composé est un arabinane comportant essentiellement des liaisons α-(1-5) et 
donc possédant une structure linéaire351. Cette caractéristique le distingue de la majorité des 
arabinanes végétaux connus, qui possèdent une structure ramifiée. Un arabinane linéaire 
similaire a été isolé dans un vin rouge352 et serait constitué à 83 % d’arabinose ainsi que d’acides 
uroniques, de rhamnose et de galactose. Ces composés pourraient provenir de l’action 
d’enzymes réalisant la déarabinosylation de polysaccharides pectiques neutres et la 
linéarisation des chaines arabinanes, provoquant ainsi la formation de composés de haut poids 
moléculaire et dont la structure linéaire pourrait être responsable de l’insolubilité. 
4.4.2 Interactions entre polysaccharides et protéines 
Des interactions électrostatiques peuvent se former entre des protéines et des 
polysaccharides acides, mais sont faibles, voire inexistantes, avec des polysaccharides non 
ioniques. Cela suggère que les groupements carboxylates des polysaccharides sont impliqués 
dans les interactions avec les résidus chargés positivement des protéines353. Plusieurs facteurs 
comme la nature du polysaccharide (masse moléculaire, composition, degré d’estérification 
pour les pectines, caractère acide ou neutre), le ratio protéine/polysaccharide, la température ou 
la force ionique interviennent sur la formation des complexes353. 
D’autre part, des interactions aboutissant à la formation de structures de type micelle 
peuvent également intervenir353. C’est par exemple le cas lors de la stabilisation de la caséine 
par les polysaccharides sulfatés en procédés alimentaires. 
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4.4.3 Interactions entre polysaccharides et composés phénoliques 
4.4.3.1 Mécanismes d’interaction 
Les mécanismes d’interaction entre composés phénoliques et polysaccharides sont 
proches de ceux régissant les interactions entre polyphénols et protéines : les interactions mises 
en jeu sont de nature hydrophile et/ou hydrophobe. En effet, une hausse de température ou 
l’ajout d’urée, un agent chaotropique capable de provoquer la rupture de liaisons hydrogènes, 
induisent une diminution des interactions entre des procyanidines et les parois végétales, ce qui 
suggère la présence de ces liaisons hydrogènes354. D’autre part, une augmentation de la force 
ionique ou une diminution de la polarité de la suspension par ajout d’éthanol ou de dioxane 
entrainent également une dissociation des complexes, ce qui traduit la présence d’effets 
hydrophobes entre les parois végétales et les tanins354. Néanmoins, dans cette étude, l’impact 
de la rupture des interactions hydrophobes est moins important que celui de la rupture des 
liaisons hydrogène. Une autre étude, s’intéressant plus spécifiquement aux interactions 
pectines-procyanidines, relève des interactions majoritairement conduites par l’entropie, ce qui 
traduit une nature hydrophobe355. La nature des interactions dominantes est donc probablement 
modulée par les couples polyphénol-polysaccharide et par les conditions expérimentales. 
Les liaisons hydrogène se formeraient entre les groupements hydroxyles des tanins et 
les atomes d’oxygènes des liaisons glycosidiques ou les groupements hydroxyles ou acétyles 
des polysaccharides (Figure 77).  
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Figure 77 : Représentation des liaisons hydrogène possibles entre un tanin et un polysaccharide (ici 
l’homogalacturonane pectique). Extrait de Hanlin et al. 2010356. 
Les effets hydrophobes interviennent probablement entre les cycles aromatiques des 
composés phénoliques et des zones hydrophobes des polysaccharides comme, par exemple, les 
substituants méthyles portés par les acides galacturoniques des pectines356,354. 
Des auteurs ont testé l’effet du pH sur les interactions entre les polysaccharides des 
parois et des polyphénols afin de déterminer si des interactions ioniques ou électrostatiques sont 
susceptibles d’intervenir. Une variation de pH entre 2,2 et 7 n’entrainant pas d’évolution des 
complexes, il est peu probable que ce type d’interactions soit impliqué354. Ce résultat est 
cohérent avec ceux d’autres auteurs qui ont déterminé que plusieurs mannoprotéines, tout 
comme des polysaccharides du vin (arabinogalactane protéines et rhamnogalacturonane II), 
sont négativement chargés aux pH des vins (3,5) alors que les composés phénoliques ne sont 
pas chargés à ce pH. Ainsi, l’existence de liaisons électrostatiques ou ionique entre ces 
composés est peu probable357. 
Bien que la nature des interactions des polyphénols avec les polysaccharides soit proche 
de celles avec les protéines, la structure des agrégats est très différente : alors qu’avec les 
protéines, les agrégats formés sont plus compacts que la protéine de départ, avec le hyaluronane, 
les complexes ont une structure beaucoup plus lâche. De plus, ces complexes restent chargés à 
pH 5 et forment alors des suspensions stables, et non des précipités358.  
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4.4.3.2 Influence des propriétés du composé phénolique 
La nature des interactions polyphénols-polysaccharides étant similaire à celle des 
interactions polyphénols-protéines, il est fort probable que l’impact des propriétés des 
composés phénoliques soit également comparable (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 4.3). 
Ainsi, une augmentation du degré de polymérisation induit une augmentation des interactions 
avec les parois36, 226, 354, 359. De même, une augmentation du pourcentage de galloylation 
entraine une augmentation de la masse de tanins liés aux parois354. Cela s’explique par 
l’augmentation du nombre de sites de liaison par ces deux facteurs, qu’il s’agisse des 
groupements hydroxyles dans le cas de liaisons hydrogène, ou des cycles aromatiques dans le 
cas d’effets hydrophobes. De plus, l’augmentation du degré de polymérisation entraine une 
augmentation de l’hydrophobicité des tanins, susceptible de favoriser des effets 
hydrophobes281. 
La longueur des tanins impacte également la structure des agrégats formés avec des 
polysaccharides, en particulier le hyaluronane. En effet, les tanins courts (< 10 nm de long) 
forment des pelotes oligomères alors que les longs tanins forment de gros agrégats buissonneux 
ou des structures gélifiées. Cela peut s’expliquer par des répulsions entre hyaluronanes qui 
limitent l’agrégation lorsque les tanins intercalaires ne sont pas assez allongés358. 
L’estérification par l’acide gallique favorise aussi l’interaction des tanins avec les 
polysaccharides. En effet, l’épicatéchine gallate possède une fonction galloyl très exposée, 
capable de former des liaisons avec plusieurs sites simultanément354. 
Enfin, la stéréochimie et la nature des liaisons interflavanes modifient la conformation 
des molécules et sont ainsi susceptibles de modifier leurs propriétés d’interaction. En effet, une 
conformation ouverte et flexible des tanins facilite l’établissement de liaisons avec d’autres 
composés. Par exemple, la présence de (+)-catéchines au sein de procyanidines majoritairement 
constituées de (-)-épicatéchines, de par la stéréochimie de ces unités, pourrait induire la 
formation de zones plus ouvertes, favorisant ainsi les interactions avec d’autres composés354. 
4.4.3.3 Influence des propriétés du polysaccharide 
L’affinité des tanins pour les polysaccharides, notamment ceux des parois cellulaires, 
dépend également de la nature de ceux-ci. En effet, l’affinité de différentes procyanidines de 
pomme, de poire ou de raisin pour différents polysaccharides est classée dans l’ordre suivant : 
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pectines >> xyloglucanes > amidon > cellulose360. L’affinité supérieure pour les pectines peut 
s’expliquer par les caractères acide et hydrophobe de celles-ci. En effet, leur caractère acide 
leur permet de réaliser des liaisons hydrogènes fortes comparées à celles qui peuvent être mises 
en place entre les tanins et les polysaccharides neutres tels que les xyloglucanes ou encore les 
arabinogalactanes (ramification de pectines)36.  
Cependant, les pectines sont des polysaccharides de structure complexe (voir Travaux 
Antérieurs, paragraphe 1.2.1.4) et les différentes régions de la structure macromoléculaire ont 
des propriétés très différentes qui modifient leurs propriétés d’interaction. 
D’autre part, la taille des polysaccharides influence aussi leur interaction avec les 
composés phénoliques. Ainsi, en solution modèle, il semble que les procyanidines de plus faible 
degré de polymérisation (ici 9) interagissent préférentiellement avec des molécules de pectine 
de plus grande taille alors que les plus grandes procyanidines (DPm = 30) interagissent 
préférentiellement avec les plus petites pectines. Il est probable que les interactions entre 
polysaccharides de faible poids moléculaire et tanins soient essentiellement de nature 
hydrophile tandis que, dans le cas des plus grands polysaccharides, la structure des composés 
est susceptible de favoriser, en plus, des effets hydrophobes324. En effet, les pectines et les 
xyloglucanes (hémicelluloses) ont notamment la capacité de former des gels possédant des 
cavités hydrophobes susceptibles d’encapsuler les polyphénols324, 354, 356, 360. Cependant, ces 
encapsulations semblent peu probables avec les tanins de grande taille211, 324. 
Dans le cas des pectines, le degré de méthylation de l’homogalacturonane influence 
également l’interaction avec des procyanidines. Ainsi, un homogalacturonane méthylé à 70 % 
interagit plus fortement avec une fraction de procyanidines de pomme de DP30 qu’un 
homogalacturonane méthylé à 30 % ou 0 %355. Cela est probablement dû à l’hydrophobicité 
apportée par les groupements méthyles, qui favorise donc les interactions de nature hydrophobe 
avec les composés phénoliques. 
Enfin, la composition en sucres des polysaccharides et en particulier des pectines, qui 
peuvent avoir des structures très variables, joue probablement un rôle important. En effet, 
Watrelot et ses collaborateurs ont observé une plus grande affinité de fractions de procyanidines 
pour des pectines de citron que pour des pectines de pomme, qui ont pourtant un degré de 
méthylation proche355. Les auteurs expliquent cette différence par le plus grand nombre de 
résidus rhamnose dans les pectines de citron : l’intercalation de rhamnoses entre les résidus 
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acide galacturonique réduirait la longueur de la chaîne pectique en formant des coudes et 
induirait ainsi une plus grande flexibilité, favorisant les interactions avec d’autres molécules. 
4.4.4 Impact des polysaccharides sur les interactions entre macromolécules 
4.4.4.1 Un impact variable des polysaccharides sur les interactions entre 
macromolécules 
La présence de polysaccharides modifie la viscosité d’une solution ou suspension ce qui 
impacte naturellement les interactions entre les molécules. Cependant, il apparait clair que leur 
impact ne se limite pas à cette seule propriété324. Ainsi, cet aspect purement physique ne sera 
pas abordé dans cette partie. L’impact de polysaccharides sur les phénomènes d’agrégation et 
de formation de trouble dans les boissons a été beaucoup étudié et avec une grande variété de 
composés : des facteurs stabilisateurs ont été isolés, notamment dans les vins, et l’effet de 
nombreux polysaccharides exogènes a également été testé.  
4.4.4.1.1 Impact des polysaccharides naturellement présents dans les 
boissons 
Parmi les polysaccharides présents naturellement dans les boissons, les recherches 
portent essentiellement sur les arabinogalatane protéines (AGP)186, 190-192, 220, sur divers 
constituants des pectines dont les rhamnogalaturonanes186, 191, 207, 211, 220, 324, 361 et sur les 
mannoprotéines provenant des levures, parfois présentes dans les boissons fermentées111, 190-191, 
362-364. 
 
 Impact des mannoprotéines 
Les mannoprotéines semblent avoir de manière générale un effet protecteur contre 
l’apparition de turbidité. Elles ont la faculté de stabiliser de petits agrégats issus de l’auto-
association de composés phénoliques en prévenant leur croissance191, 365. Cependant, dans ce 
cas, seules les plus petites mannoprotéines auraient un effet365. Les auteurs supposent donc que 
les mannoprotéines agissent par stabilisation stérique, c’est-à-dire qu’elles interagissent à la 
surface des petits agrégats et les empêchent de se lier les uns aux autres pour former de plus 
gros complexes. De plus, l’action stabilisatrice des mannoprotéines se manifeste à des 
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concentrations existant dans les vins. Par contre, les plus grosses mannoprotéines n’auraient 
pas cet effet protecteur car elles pourraient former des pont entre les agrégats (Figure 78)365.  
 
Figure 78 : Schématisation de l'impact de mannoprotéines de grand ou petit poids moléculaire sur 
l'auto-association des polyphénols. Adapté de Poncet-Legrand et al., 2007365. 
Une seule étude s’est intéressée à l’impact d’une mannoprotéine sur l’agrégation 
protéique en milieu modèle vin et a constaté une diminution de taille des particules formées lors 
de l’addition d’une fraction purifiée de mannoprotéines de vin186. Les autres études effectuées 
ne sont pas réalisées en solutions modèles mais sur des vins entiers ou ultrafiltrés à 10 kDa, 
c’est-à-dire privés d’une grande partie de leur contenu protéique et polysaccharidique, mais 
contenant toujours des polyphénols111, 190, 362-364. Toutes ces études ont montré un effet 
stabilisateur des mannoprotéines, mais ne permettent pas de déterminer leur mécanisme 
d’action. Jaeckels et ses collaborateurs n’ont pas trouvé d’impact à l’addition de mannanes à un 
tampon contenant la fraction de vin supérieure à 10 kDa. Il est donc probable que l’effet 
stabilisateur des mannoprotéines provienne, non pas de la partie polysaccharidique, mais de la 
partie protéique220. 
 Impact des arabinogalactane protéines  
Les arabinogalactane protéines (AGP) semblent jouer un rôle dans les interactions entre 
macromolécules, mais leur effet est très variable et dépend vraisemblablement de leur structure. 
Ainsi, Riou et ses collaborateurs ont étudié l’impact de deux AGPs sur l’auto-agrégation de 
composés phénoliques en solution modèle vin et ont constaté qu’une seule des deux AGPs 
présentait un effet de stabilisation des agrégats, similaire à celui des mannoprotéines (Figure 
78)191. Aucune explication n’est proposée par ces auteurs concernant la différence d’impact 
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entre ces deux composés, mais l’AGP4 présente un caractère plus acide que l’AGP0, avec 
respectivement 20,4 et 2,7 % d’acides uroniques, et donc une charge négative plus 
importante191. Or, plusieurs études observent que les AGPs acides, et de manière générale les 
polysaccharides ioniques, sont généralement plus actives que les AGPs neutres186, 192, 207, 211, 220, 
324. Cela s’expliquerait par l’établissement de liaisons hydrophiles avec les polyphénols324. 
Dans certains cas, les AGPs non ioniques semblent même favoriser l’agrégation entre protéines 
et polyphénols207, 220. D’autre part, Waters et ses collaborateurs ont montré qu’une AGP acide, 
active contre le trouble, perdait son activité lorsque la partie protéique était dégradée192. Les 
différences d’activité entre les AGPs pourraient donc aussi dépendre de la composition de la 
partie protéique.  
 Impact des pectines 
Les pectines font partie des polysaccharides les plus étudiés pour leur impact sur les 
interactions entre macromolécules intervenant dans les boissons ou dans le cadre de 
l’astringence. Dans leur globalité, les pectines ont un effet protecteur sur la formation de trouble 
issu de l’interaction entre tanins et protéines211, 244, 324, 361, 366-367. Les mécanismes d’action sont 
similaires à ceux intervenant dans le cas des mannoprotéines et des arabinogalactane protéines 
et seront détaillés dans la partie 4.4.4.2.  
D’autres auteurs se sont également intéressés plus spécifiquement à certains composants 
des pectines, et notamment le rhamnogalacturonane. Son effet dépend de plusieurs facteurs. 
D’une part, le rhamnogalacturonane II (RGII) sous forme monomère n’a pas d’impact sur 
l’auto-agrégation de polyphénols. Par contre, sa forme dimère augmente ce phénomène 
d’agrégation, probablement en faisant des ponts entre les agrégats polyphénoliques191. D’autre 
part, dans le cas d’une agrégation polyphénols-protéines, le comportement du RGII dépend de 
la protéine considérée : il inhibe l’agrégation avec certaines protéines salivaires (α-amylase, 
aPRP)207, 368, mais la stimule avec l’IB8c (protéine synthétique riche en proline)207. Cela 
suppose donc qu’il interagit avec certaines protéines, probablement de façon électrostatique, et 
qu’il empêche leur interaction avec les tanins207. L’affinité avec IB8c est peut-être trop faible 
pour qu’un tel mécanisme ait lieu, mais le RGII a peut-être aussi la faculté de s’adsorber sur les 
complexes tanins-protéines, augmentant ainsi leur taille. Cette hypothèse de l’action du RGII 
essentiellement par interaction avec les protéines correspond aux résultats d’autres auteurs. En 
effet, Jaeckels et ses collaborateurs ont montré que l’addition de rhamnogalacturonane à une 
solution tampon contenant la fraction supérieure à 10 kDa de vin, c’est-à-dire essentiellement 
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les protéines et les polysaccharides, entraine une diminution par 2 de la taille des agrégats 
apparus lors d’un chauffage220. Cela suggère encore une fois que le RG interagit avec les 
protéines, et entre ainsi en compétition avec leur auto-agrégation. Par contre, dans le vin 
d’origine, c’est-à-dire contenant aussi, entre autres, des polyphénols, l’addition de RG n’a pas 
d’effet voire augmente la taille des agrégats. Il est donc probable que l’affinité du RG pour les 
protéines soit inférieure à celle des polyphénols, ce qui limite son action protectrice. De plus, il 
convient de noter que, dans la solution modèle, les agrégats atteignent au plus 500 nm dans le 
témoin (mesure par DLS) alors qu’ils atteignent près de 3000 nm dans le vin, ce qui est 
susceptible de masquer l’éventuel impact du RG.  
La composante polyphénolique intervient aussi dans l’action du RGII. En effet, le RGII 
limite fortement l’interaction entre la procyanidine B2 et un peptide P-B (une des plus 
importantes familles de protéines salivaires), mais n’a pas d’action sur les interactions entre ce 
même peptide et la punicalagine, un tanin hydrolysable368. Les auteurs supposent que cela est 
dû à l’apolarité forte de ces deux molécules induisant probablement des interactions uniquement 
hydrophobes alors que les complexes avec la procyanidine B2 sont stabilisés par des liaisons 
hydrogène. Or, le RGII étant acide, il n’a pas d’impact sur les effets hydrophobes.  
Les autres constituants des pectines n’ont pas, à ma connaissance, été étudiés 
individuellement avec les composés phénoliques. 
4.4.4.1.2 Impact de polysaccharides exogènes                       
Des recherches ont également été menées avec des sucres et polysaccharides non 
présents dans les boissons, d’une part, pour comprendre les mécanismes d’action de ces 
composés et, d’autre part, pour étudier l’éventuelle stabilisation ou diminution d’astringence 
induites par leur ajout dans des boissons. 
De très nombreux composés ont été étudiés comme la carboxyméthylcellulose (CMC), 
le xanthane, le dextrane, l’acide polygalacturonique, la gomme arabique, ainsi que diverses 
autres gommes d’origine végétale. Tous les polysaccharides étudiés présentent un effet 
protecteur contre la précipitation de protéines comme la Sérum Albumine Bovine, la gélatine 
ou des protéines salivaires208, 211, 244, 324, 361, 369. Cependant, leurs efficacités sont très variables 
et semblent dépendre des couples tanins-protéines. En effet, lors de l’interaction de protéines 
salivaires ou de BSA avec des procyanidines de pépins de raisin, les polysaccharides ioniques, 
comme le xanthane, la CMC ou l’acide polygalacturonique présentent un effet stabilisateur plus 
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important que les polysaccharides neutres, comme la gomme arabique208, 211, 324, 361. Par contre, 
avec la gélatine et le pentagalloyl glucose, la gomme arabique est nettement plus efficace pour 
limiter l’agrégation que le xanthane244. Ces différences peuvent s’expliquer par une certaine 
sélectivité de la gomme arabique, probablement pour certains composés phénoliques361. De 
plus, le xanthane est plus efficace sur les tanins de faible degré de polymérisation que sur les 
plus gros composés. Cela peut être dû à la capacité qu’a ce polysaccharide de former des gels, 
susceptibles d’encapsuler les tanins en-dessous d’une certaine taille211, 324. 
Des travaux ont donc été largement menés pour étudier l’impact de la structure des 
polysaccharides sur leur effet stabilisateur sur les différents types d’interactions susceptibles 
d’intervenir dans les boissons. Ces travaux ont permis l’émission d’hypothèses sur les 
mécanismes d’action de ces polysaccharides. 
4.4.4.2 Mécanismes d’action des polysaccharides 
Dans le cas de l’auto-association des polyphénols, les polysaccharides limiteraient la 
croissance des agrégats par stabilisation stérique : les polysaccharides de petite taille 
s’adsorberaient à la surface des petits agrégats de composés phénoliques et formeraient ainsi 
une couche inhibant les interactions entre les agrégats365 (Figure 78). Ce type de mécanisme est 
susceptible d’intervenir également dans le cas de l’agrégation protéique186. 
Dans le cas des interactions polyphénols-protéines, l’existence de deux mécanismes 
possibles selon les composés étudiés semble faire consensus dans la communauté 
scientifique211, 244, 324, 361, 368 (Figure 79). Le premier est un mécanisme de compétition similaire 
à celui intervenant avec les polyphénols seuls : les polysaccharides interagissent avec les 
composés phénoliques ou les protéines, ou plus probablement avec de petits agrégats, les 
empêchant ainsi d’entrer en interaction avec d’autres207, 211, 324, 361-362, 366-368. Ce mécanisme de 
compétition peut aussi permettre la dissolution des agrégats déjà formés : les tanins pourraient 
former avec les pectines des liaisons hydrogène plus fortes qu’avec les protéines, ce qui permet 
la dissociation des complexes356. De plus, Faurie et ses collaborateurs ont montré par RMN et 
modélisation moléculaire l’existence de complexes entre l’EGCG et des pectines, du glucose 
ou de la gomme arabique, qui inhibent vraisemblablement les interactions avec le peptide riche 
en proline IB7-14366. 
Dans le second mécanisme, les polysaccharides n’empêchent pas la formation des 
agrégats, mais ils s’adsorbent à leur surface et augmentent la solubilité des complexes211, 244, 324, 
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361, 368. Avec ce type de mécanisme, les polysaccharides présentent un effet-dose particulier : à 
faible concentration, ils ont tendance à faire augmenter l’agrégation, puis leur effet stabilisateur 
intervient à plus haute concentration190, 207. En effet, à faible dose, l’adsorption des 
polysaccharides sur les complexes tanins-protéines induit une augmentation de la taille des 
complexes, mais ne suffit pas à les solubiliser, ce qui est possible à plus forte concentration. 
La prédominance de l’un ou l’autre de ces mécanismes dépend, d’une part, du couple 
tanin-protéine368 et, d’autre part, de la nature du polysaccharide361.  
 
Figure 79 : Hypothèses de mécanismes impliqués dans l’inhibition de l’agrégation tanins-protéines 
par les polysaccharides. i) les polysaccharides forment un complexe ternaire avec les couples tanin-
protéine et augmentent leur solubilité ; ii) les polysaccharides entrent en compétition avec les 
protéines pour les tanins et inhibent la formation de complexes tanins-protéines. P : protéine ; T : 
tanin ; C : polysaccharide. Extrait de Mateus et al., 2004211.  
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 Problématique et objectifs 
Nous avons vu que l’apparition de turbidité dans les boissons après la clarification et 
l’embouteillage est un réel sujet de préoccupation dans la filière cidricole. Cela est également 
vrai dans la plupart des filières de production de boissons. Dans ce contexte, ce travail s’inscrit 
dans un projet CasDAR (Compte d’affectation spéciale pour le Développement Agricole et 
Rural) regroupant des acteurs des filières cidricole, vinicole et brassicole. Ce projet vise à 
élucider les mécanismes de formation des troubles dans les boissons concernées et à proposer 
des solutions technologiques pour prévoir et prévenir les troubles. En particulier, le travail de 
thèse aborde de façon plus fondamentale les éléments de compréhension nécessaires à 
l’élaboration des solutions technologiques, dans le cas des boissons cidricoles que sont le cidre, 
le jus de pomme et le pommeau. 
Nous avons vu dans la synthèse bibliographique que les troubles physico-chimiques sont 
causés par des interactions entre différentes familles de molécules présentes dans les boissons. 
Ainsi, le premier objectif de ce travail est d’identifier les composés impliqués dans la formation 
des troubles. Ensuite, le second objectif est de comprendre les mécanismes des interactions 
entre les familles de molécules trouvées dans ces troubles. 
 Démarche 
La démarche scientifique de ce travail suit les différentes étapes du projet afin de 
bénéficier de l’expertise des partenaires ainsi que de mettre en commun les moyens d’analyse. 
La première étape, présentée dans le chapitre 1, consistait en l’étude de la composition 
des troubles de boissons cidricoles. Ainsi, des échantillons de cidres, jus de pomme et 
pommeaux présentant des troubles ont été sélectionnés chez des producteurs. Le trouble (phase 
solide) a ensuite été séparé de la phase liquide puis soumis à différentes techniques d’analyses 
visant à élucider sa composition. Protéines, polysaccharides, oses, composés phénoliques et 
minéraux ont été analysés. De plus, les surnageants ont également été analysés afin de mettre 
en évidence d’éventuels enrichissements des troubles en certaines familles de composés, 
permettant ainsi d’établir leur implication dans leur formation.  
A partir des résultats de cette première étape, qui ont mis en lumière les composés 
entrant dans la composition des agrégats, des hypothèses ont été formulées concernant les 
espèces entrant en interaction et les mécanismes mis en jeu. Ces hypothèses nous ont amené à 
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considérer deux modèles : un modèle pommeau, partiellement valable pour le cidre, pour lequel 
les composés phénoliques, et surtout leur produits d’oxydation, sont fortement suspectés d’être 
impliqués dans la formation du trouble (chapitre 2) ; un modèle jus de pomme, dans lequel les 
protéines, en interactions avec les polyphénols, semblent être les principaux acteurs (chapitre 
3).  
D’une part, des observations ont montré que les troubles des pommeaux sont réversibles 
à la température : ils disparaissent lors du chauffage et réapparaissent totalement lors du 
refroidissement. Nous avons donc cherché à reproduire ce trouble réversible en solution modèle 
pommeau tout en axant nos recherches sur un trouble formé par oxydation des composés 
phénoliques. Pour cela, des polyphénols purs obtenus au laboratoire ont été oxydés et la 
formation de trouble a été étudiée. 
D’autre part, les troubles des jus de pomme testés sont quant à eux irréversibles. Ces 
troubles contenant des quantités importantes de protéines, nous avons supposé que les 
mécanismes mis en jeu dans la formation des troubles se rapprocheraient de ceux à l’origine 
des troubles de vins blancs (voir Travaux antérieurs, paragraphe 4.2). Pour vérifier cette 
hypothèse, les protéines de jus de pomme ont été préalablement fractionnées et séquencées. 
Ensuite, leur capacité à former du trouble, seules et en interaction avec des composés 
phénoliques, a été étudiée dans des solutions modèles jus de pomme. 
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 Chapitre 1 : Composition chimique 
des troubles des boissons cidricoles 
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Les hypothèses expliquant la formation des troubles d’origine physico-chimique dans 
les boissons sont nombreuses (voir Travaux antérieurs, paragraphe 4). En revanche, les données 
concernant les boissons cidricoles en particulier sont plus rares. Or, la composition de ces 
boissons étant significativement différente de celles des vins ou des bières, il apparait 
indispensable d’identifier les composés présents dans les troubles afin de cibler les études sur 
les mécanismes d’interaction. Dans cet objectif, la publication suivante (Chapitre 1, paragraphe 
1) présente l’étude par des moyens analytiques de la composition des troubles de trois boissons 
cidricoles : cidres, jus de pomme et pommeaux. Lorsque cela était possible, la composition de 
la phase liquide des boissons (appelée surnageant) a également été étudiée afin d’évaluer de 
façon plus précise l’éventuel enrichissement des précipités en certains composés (Chapitre 1, 
paragraphe 2).  
 Publication 1 – Le trouble des produits cidricoles : détail de la 
composition en polyphénols, protéines, polysaccharides et 
minéraux 
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1.1 Introduction 
The occurrence of postbottling haze and precipitate in beverages is a concern for 
producers. Indeed, even though this phenomenon has no effect on the taste or aroma of the 
beverages, it can lead to rejection by some consumers. The economic impact is substantial 
because the haze develops during storage of the bottled beverage. This is a major issue in the 
French cider sector as apple juices and French sparkling ciders sometimes develop undesirable 
haze or sediment. French sparkling cider is a fermented beverage usually made from specific 
apple varieties and contains 3−5% alcohol. Pommeau is probably the main beverage affected 
by the issue of haze. This traditional French beverage is made from one-third apple spirit and 
two-thirds apple must and contains 16−18% alcohol. Pommeau can be consumed as an appetizer 
for a long time after the bottle has been opened, and haze is unacceptable in such a product. 
Thus, it is of great interest to the French cider industry to be able to control haze formation. 
Postbottling haze has different origins. Microbiological haze, caused by the growth of 
bacteria or yeast, can be easily avoided by reducing the microbial population through 
microfiltration prior to bottling and pasteurization. These hazes will not be investigated here as 
this study focuses only on physicochemical haze. The latter is caused by interactions between 
macromolecules that result in the formation of aggregates large enough to become visible and, 
in some cases, to precipitate. This kind of haze can also be removed by filtration, but it may 
regenerate later, even after bottling. Thus, there is a need to understand the mechanisms 
responsible for its formation to predict its appearance and to avoid or control it. Three main 
classes of macromolecules have been reported to be involved in haze formation, namely, 
polyphenols, proteins, and polysaccharides.  
Protein−polyphenol interactions involved in haze formation have been widely studied 
in beer and white wine168, 178, 183, 196, 203, 324, 331, 370. The mechanisms responsible for protein−
polyphenol haze are similar to those responsible for astringency and are dominated by 
noncovalent bonding168. The structural features of both proteins and polyphenols govern the 
affinity and the strength of the interactions as well as the extent of the haze produced. Proline-
rich proteins (PRPs) are the most haze-active proteins168. This is explained by the open structure 
of these proteins and their high hydrophobic amino acid content. In model systems mimicking 
the digestive system, basic PRPs were found to be more effective in binding polyphenols than 
acidic ones370. Tannins with a high degree of polymerization (DP) also increase the extent of 
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haze formation as they can bind to several sites on the protein or to several proteins168, 203. 
Aggregation is influenced by different factors such as polyphenol/protein ratio, temperature, 
pH, ethanol content, ionic strength, oxygen, and sulfate168, 178, 183-184, 196, 218, 324, 331.  
Phenolic compounds also have the ability to interact. This is likely to occur in apple 
juice in which proteins are not necessary for the formation of haze173. This process is supposedly 
induced by oxidation. Indeed, Wall et al.184 and Beveridge et al.173 think native phenolics are 
not involved in haze, but their oxidation products are. Aggregation can take place very rapidly, 
and particle size increases with the duration of storage, the procyanidin concentration, and the 
polymerization degree of the procyanidins191.  
Finally, polysaccharides influence haze formation either by enhancing interactions or 
by inhibiting aggregation, depending on their nature and the medium168, 191, 207, 324, 331, 361. The 
effect of polysaccharides has been mainly studied on protein−polyphenol interactions. In the 
case of inhibition, two mechanisms are proposed: polysaccharides compete with proteins for 
tannin binding sites, or they form a ternary complex with proteins and tannins, which increases 
their solubility in the solvent361. Polysaccharides also have the ability to interact with phenolic 
compounds through noncovalent bonding203. These interactions are suspected to have various 
effects on aggregation.  
The detailed analysis of the composition of physicochemical hazes in apple-based 
beverages is necessary to increase understanding of their source and formation mechanisms. In 
most cases, the composition is estimated by beverage analysis before and after precipitation310. 
Beveridge and Tait174 studied protein content in apple juice haze using a micro-Kjeldahl 
procedure and found that proteins represented 11.4−29.0% (w/w) of the sediment. These 
authors reported polyphenol concentrations ranging from 45.7 to 75.8% (w/w) in apple juice 
haze using semiquantitative colorimetric tests174. Other authors reported protein proportions 
ranging from 3.5 to 49% (w/w) and polyphenol proportions ranging from 3 to 60% (w/w)371. 
Thus, polyphenols seem to be the main constituent of apple juice haze, but proteins are also 
present in rather high amounts. However, these studies used global assays that did not depict 
the nature of the polyphenols and proteins involved in haze. Johnson et al.268 performed more 
precise analyses and found that proline represented 5−16% (w/w) of the amino acids in apple 
juice sediment. To our knowledge, it is the only study on the amino acid content of proteins 
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involved in apple juice haze and no studies on haze polysaccharide content in apple-based 
products have been published.  
The majority of studies on macromolecular interactions in beverages leading to the 
formation of haze are related to beer and white wine or their model systems. These products 
have high protein and low polyphenol contents, whereas apple-based beverages contain high 
levels of polyphenols and generally fewer proteins168. Thus, it is likely that the mechanisms of 
formation and the composition of haze differ greatly between these beverages.  
The aim of this study was to fully characterize haze composition in apple-based 
beverages to understand which compounds are involved in the interactions responsible for haze 
formation. We focused on three apple-based beverages that have undergone different 
manufacturing processes and constitute very different matrices: pure apple juice, French 
sparkling cider, and pommeau. 
1.2 Materials and methods 
1.2.1 Chemicals 
Acetone, methanol, ethanol, acetonitrile, hexane, and acetic acid were obtained from 
Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). Hydrochloric acid, phloroglucinol, sodium acetate, 
and inositol were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Ascorbic acid, acetyl chloride, 
sodium carbonate, and Tri-Sil HTP reagent were acquired from Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, MA, USA). Folin−Ciocalteu reagent and formic acid were obtained from VWR 
BDH Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). The AccQtag Ultra kit was purchased from Waters 
Corp. (Milford, MA, USA). Trifluoroacetic acid and β-aminobutyric acid (BABA) were 
acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Phloroglucinol, (+)-catechin, (−)-
epicatechin, 5-O-caffeoylquinic acid, p-coumaric acid, phloridzin, and avicularin (quercetin-3-
O-arabinoside) phenolic standards were provided by Sigma-Aldrich (Lyon, France). 
Hyperoside (quercetin-3-O-galactoside), procyanidin B1, and procyanidin B2 standards were 
obtained from Extrasynthèse (Genay, France). 
1.2.2 Materials 
Three different apple-based beverages were studied: French sparkling cider (CD), apple 
juice (AJ), and pommeau (PM). The samples were bottled final products, collected from various 
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French producers, and had to meet several criteria: they were initially clear with postbottling 
haze; they had not been subjected to any treatment against haze (e.g., gelatin fining), and they 
had been pasteurized to avoid any microbiological haze. Only pommeaux were not pasteurized 
due to the high alcohol content. A total of 14 samples were studied: 5 French sparkling ciders, 
6 pommeaux, and 3 apple juices. Apple juice samples were difficult to collect due to the almost 
systematic use of gelatin fining. 
1.2.3 Haze recovery 
In this step, the sample volumes varied between 3 and 22.5 L according to the amount 
of haze in each sample. The samples were centrifuged at 10000g for 15 min at 2 °C in a Sorvall 
lynx 6000 centrifuge (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). To avoid a disruption of the 
aggregates due to changes of the equilibrium and of the solvent, the pellets were not rinsed. 
Then, the pellets were pooled, suspended in 8 mL of pure water, and then freeze-dried. After 
freezedrying, the powder was weighed and stored at room temperature under a dry argon 
atmosphere. The supernatants obtained after each centrifugation step were pooled and protected 
from oxygen before storage by the addition of dry ice. The samples were then frozen for further 
analysis. 
1.2.4 Phenolic Compound Extraction.  
1.2.4.1 Polyphenol Extraction. 
“Native” polyphenols were extracted from haze according to the method described by 
Mane et al.372 with some adaptations. Five milliliters of acetone/water/methanol (51:34:15, 
v/v/v) acidified with 0.05% (v/v) trifluoroacetic acid was added to 10 mg of dry haze powder. 
The samples were extracted by sonication for 90 min and centrifuged 15 min at 17000g before 
analysis. Extractions were conducted in triplicate. 
1.2.4.2 Phloroglucinolysis.  
Phloroglucinolysis was carried out on both precipitates and supernatants to estimate the 
procyanidin content and the average degree of polymerization (mDP). This reaction provides 
the subunit composition of procyanidins by disrupting the interflavan linkages. Extension units 
give rise to flavanyl carbocations, which form adducts with phloroglucinol, whereas terminal 
units are released as catechin molecules. However, oxidative covalent bonds are not disrupted 
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during acid catalysis150, so the mDP can be wrongly estimated in the case of samples containing 
high levels of oxidized phenolic compounds.  
Phloroglucinolysis was carried out according to the method described by Kennedy and 
Jones373 with some modifications. For the supernatants, 500 μL of sample was freeze-dried and 
weighed. For the precipitates, 5 mg of dry powder was weighed. Anhydrous methanol (800 μL) 
containing phloroglucinol (75 mg/L) and ascorbic acid (15 mg/L) was added to the samples. 
The reaction was started by adding 400 μL of 0.3 N HCl in methanol, and the media were 
incubated at 50 °C for 30 min. Finally, the reaction was stopped by placing the tubes in an ice 
bath and adding 1.2 mL of 0.2 M aqueous sodium acetate. In the case of precipitates, samples 
were diluted three times before quantification by HPLC-DAD-MS.  
In both cases, the samples were filtered through 0.45 μm PTFE filters. All reactions 
were performed in triplicate. 
1.2.5 Total Phenolic Content Using Folin−Ciocalteu Reagent 
The total polyphenol content was estimated using an adaptation of the ISO14502-1 
method. First, 500 μL of native polyphenol extract was mixed with 2.5 mL of 10% (v/v) Folin
−Ciocalteu reagent and incubated for 5 min at room temperature. Then, 2.0 mL of 7.5% (w/v) 
Na2CO3 was added. After 60 min at room temperature, the optical density was measured at 
765 nm using a Spectrostar Nano spectrophotometer (BMG Labtech, Ortenberg, Germany). 
The total polyphenol content was expressed as epicatechin equivalents in milligrams per liter. 
1.2.6 Polyphenol Analysis Using Reverse Phase High-Performance Liquid 
Chromatography Coupled with Diode Array Detection and Mass 
Spectrometry (HPLC-DAD-MS)  
Polyphenols were analyzed in an HPLC system composed of a SCM1000 degasser 
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), an 1100 series binary high-pressure pump (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA), and a Surveyor autosampler thermostated at 4 °C 
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA). Two detectors were connected to the system: a UV−
visible diode array detector (UV6000 LP, Thermo Finnigan) and an ion trap mass spectrometer 
equipped with an electrospray ionization source (LCQ Deca, Thermo Finnigan). The 
chromatography column used was a reverse-phase Hibar HR Purospher STAR RP-18 end-
capped column (150 mm × 2.1 mm, 3 μm, Merck). The injection volume was 2 μL. The solvents 
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used were 0.1% (v/v) formic acid (A) and acetonitrile acidified with 0.1% (v/v) formic acid (B). 
The elution gradient was as follows: initial, 3% B; 0−3 min, linear gradient to 7% B; 3−21 min, 
linear gradient to 13% B; 21−27 min, 13% B isocratic; 27−41 min, linear gradient to 20% B; 
41−51 min, linear to 45% B followed by washing and reconditioning of the column. The flow 
rate was 0.2 mL/min, and the separation was carried out at 30 °C. Quantitation was based on 
an external standard calibration using DAD integration areas. Integrations were performed at 
280 nm for flavan-3-ols and dihydrochalcones, at 320 nm for hydroxycinnamic acids, and at 
350 nm for flavonols. Mass spectrometry was used to confirm the identity of the phenolic 
compounds, including phloroglucinolysis products. 
1.2.7 Free Sugar Extraction  
Free sugars are soluble in water. Thus, they were extracted from haze samples (10 mg) 
using a 15 min sonication in 8 mL of water. Then, 50 μL of 1 g/L inositol was added as internal 
standard to 100 μL of the extract. Samples were evaporated using a GeneVac EZ-2 Series 
Personal Evaporator (GeneVac, Ipswich, UK) and stored prior to GC-FID analysis. Extractions 
were performed in triplicate. 
1.2.8 Polysaccharide Extraction and Hydrolysis  
Polysaccharide analysis was performed on the precipitates only because the 
polysaccharide content in the supernatants was too low to enable their isolation. 
First, the polysaccharides were isolated from monomeric sugars by the addition of 5 
volumes of 96% ethanol acidified with 1% (v/v) hydrochloric acid. Samples were kept 
overnight at 4 °C before centrifugation to remove the supernatant. The pellets were then rinsed 
with 65% ethanol acidified with 1% (v/v) hydrochloric acid. The rinsing step was repeated until 
no monomeric sugars remained in the samples. The absence of monomeric sugars was assessed 
according to the method developed by Dubois et al.374. The final rinse was conducted with 65% 
neutral ethanol. The samples were then freezedried.  
Then, 50 μL of 1 g/L inositol (internal standard) was added to 1 mg of dry sample. 
Polysaccharides were hydrolyzed according to the method used by Doco et al.375. These 
reactions were performed in triplicate. 
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1.2.9 Sugar Analysis Using Gas Chromatography Coupled with Flame 
Ionization Detection (GC-FID)  
Free sugar extracts and polysaccharide hydrolysates were derivatized prior to GC-FID 
analysis according to the method used by Doco et al.375. 
The analysis was carried out on a 6890 N Network gas chromatograph (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA) with a 7683 B series Injector (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA). The system was coupled to a flame ionization detector. The column 
used was a DB-5 column (30 m × 0.32 mm, 0.25 μm, Agilent Technologies). The injection 
volume was 1 μL with a split of 20, and the temperature in the injector was 260 °C. The column 
flow was 1.5 mL/min. The temperature gradient used was as follows: starting temperature, 30 
°C; hold for 2 min and then ramp at 15 °C/min to 194 °C, hold for 2 min, ramp at 20 °C/min to 
200 °C, hold for 1 min, and ramp at 10 °C/min to 280 °C. 
1.2.10 Total Nitrogen Content  
Total nitrogen content was analyzed using the Dumas combustion method376 on a Vario 
Micro Cube (Elementar GmbH, Hanau, Germany) elementary analyzer. The protein content 
was estimated by multiplying the total nitrogen by 5.75. 
1.2.11 Protein Analysis by Sodium Dodecyl Sulfate−Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE)  
To obtain the protein profiles of the hazes, SDS-PAGE was performed according to the 
method described by Sauvage et al.270. Two different volumes (20 and 50 μL) were deposited 
in the gel. These volumes accounted for different masses of haze powders ranging from 110 to 
180 μg and from 275 to 450 μg, respectively, depending on the haze protein content. 
1.2.12 Free and Protein Amino Acid Analysis by Ultrahigh-Performance 
Liquid Chromatography Coupled to a UV Detector (UPLC-UV)  
Protein amino acids were quantitated after hydrolysis of the proteins in the precipitates. 
Five hundred microliters of 12 N hydrochloric acid was added to 20 mg of haze powder. 
Nitrogen was added to the tubes to remove the oxygen. Hydrolysis was carried out at 110 °C 
for 30 h in a dry bath. Then, the samples were diluted 10 times, and β-aminobutyric acid 
(BABA) was added as an internal standard at a final concentration of 100 μM. HCl was 
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completely removed from 200 μL of each sample by three successive evaporations in a 
GeneVac EZ-2 series personal evaporator (GeneVac, Ipswich, UK). Between the evaporations, 
200 μL of water was added to the samples. After the last evaporation, 200 μL of water was 
added, and the pH was controlled using pH strips.  
Amino acids were then derivatized for detection at 280 nm according to the AccQ Tag 
Ultra method (Waters Corp., Milford, MA, USA). First, 5 μL of sample was added to 35 μL of 
AccQ Tag Ultra borate buffer. Then, 10 μL of AccQ Tag Ultra reagent (6-aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate, ACQ) was added, and the samples were incubated at 55 °C 
for 10 min.  
The analysis was performed on an Acquity UPLC chromatography system (Waters 
Corp., Milford, MA, USA) with a photodiode array detector. The column was an Acquity UPLC 
C18 BEH (ethylene bridged hybrid) (100 mm × 2.1 mm, 1.7 μm, Waters). The injection volume 
was 0.8 μL. The solvents used were AccQ Tag Ultra buffer A diluted 10 times (A) and 
acetonitrile (B). The flow rate was 0.7 mL/min, and the elution gradient used was as follows: 
initial, 0.1% B; 0.54−6.50 min, linear gradient to 9.1% B; 6.50−8.50 min, linear gradient to 
21.2% B; 8.50−8.90 min, linear gradient to 59.6% B; 8.90−9.50 min, 59.6% B isocratic, 
followed by washing and reconditioning of the column. 
1.2.13 Mineral Analysis Using Inductively Coupled Plasma Mass 
Spectrometry (ICP-MS) 
 Minerals were analyzed by the group IFBM-Qualtech using ICP-MS on a NexION 
300X series spectrometer (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). 
1.3 Results and discussion 
1.3.1 Haze Separation 
The quantity of dry powder obtained by centrifugation of hazy beverages is shown in 
Figure 80. Most of the samples contained between 37 and 300 mg/L haze. However, the haze 
content was higher in two samples, namely, pommeau PM06 and cider CD03 (1122 and 848 
mg/L, respectively). The haze content of apple juice AJ04 was very low, as only 55 mg of dry 
powder was obtained from 9 L of juice (6 mg/L), and this quantity was insufficient to conduct 
all of the analyses. Apple juices had very low haze content. In addition, the aspect of the powder 
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after freeze-drying varied greatly depending on the type of beverage: apple juice powders were 
fluffier than pommeau and cider powders.  
 
Figure 80: Quantity and macromolecular composition of haze from different apple-based beverages. 
The results are expressed in mg/L of the original beverage. Total proteins were obtained from 
elementary analysis by Dumas method; total phenolic compounds in catechin equivalents were 
obtained by Folin−Ciocalteu method; total polysaccharides and free sugars were obtained by GC-
FID. For AJ04 only, the Folin−Ciocalteu method was not performed and the total polyphenol content 
was obtained by HPLC-DAD-MS analysis. CD, French sparkling cider; AJ, apple juice; PM, pommeau. 
1.3.2 Phenolic Compounds  
The total phenolic compound (TPC) content in haze powder was estimated using the 
Folin−Ciocalteu colorimetric method and was expressed as epicatechin equivalents (Figure 81). 
The values ranged from 97 to 311 mg/g of dry haze and were compared with the HPLC-DAD-
MS quantitation results (Figure 81).  
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Figure 81: Repartition between procyanidins and “simple” phenolics measured using HPLC-DAD-MS 
and comparison with the total phenolic content in epicatechin equivalents estimated by 
Folin−Ciocalteu method. Simple phenolics represent every phenolic compound that is not 
polymerized: flavan-3-ol monomers, hydroxycinnamic acids, dihydrochalcones, and flavonols. The 
results are expressed in mg/g of dry haze. (∗) Not quantified. 
Using HPLC-DAD-MS, the total phenolic content was between 11 and 142 mg/g of dry 
haze (Table 2), which is between 2 and 18 times lower than the concentrations estimated using 
the Folin−Ciocalteu method. Other authors compared the estimated TPC content in apple cortex 
using the Folin−Ciocalteu method and HPLC analysis and obtained similar results with both 
methods20. We hypothesize that the large differences we observed are due to the fact that apple-
based beverages are heavily oxidized during processing. Indeed, oxidized phenolic compounds 
were poorly quantified by HPLC-DAD-MS, mainly because they are not taken into account in 
the phloroglucinolysis-HPLC method. In fact, contrary to interflavan linkages of native 
proanthocyanidins, the additional covalent bonds probably created by oxidation are not 
disrupted under the mild phloroglucinolysis conditions150. Consequently, the actual proportion 
of procyanidins may be wrongly estimated, and the determination of their average degree of 
polymerization may also be altered. This hypothesis is highly plausible as other authors have 
suggested that oxidized polyphenols may have a key role in haze formation in apple juice173, 
184, 218.  
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Table 2: Polyphenol composition of haze analyzed by HPLC-DAD-MS in mg/g of dry hazea. 
mg/g dry 
haze 
  Cider   Apple juice 
   CD01   CD02   CD03   CD04   CD05  AJ01   AJ02   AJ04 
EC  0,2 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,4 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0 
B2 dimer  0,0 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0 
Total PCAb  131,0 ± 4,8  126,5 ± 4,9  117,8 ± 13,6  94,9 ± 7,1  81,3 ± 8,4  24,6 ± 0,3  59,9 ± 8,1  17,0 ± 2,2 
Total  
flavan-3-ols 
 131,2 ± 8,0  126,8 ± 4,9  118,2 ± 13,6  95,5 ± 7,1  81,7 ± 8,4  24,7 ± 0,3  59,9 ± 8,1  17,0 ± 3,6 
                 
CQA  7,1 ± 0,3  6,7 ± 0,3  3,5 ± 0,3  4,8 ± 0,2  3,8 ± 0,3  0,8 ± 0,0  1,1 ± 0,1  1,3 ± 0,2 
PCQ  0,8 ± 0,0  0,9 ± 0,0  0,4 ± 0,0  0,5 ± 0,0  0,4 ± 0,1  0,0 ± 0,0  0,4 ± 0,0  0,3 ± 0,0 
Total HCA  7,8 ± 0,4  7,6 ± 0,4  3,9 ± 0,4  5,2 ± 0,3  4,3 ± 0,3  0,9 ± 0,0  1,5 ± 0,1  1,6 ± 0,2 
                 
PHL  1,1 ± 0,0  0,9 ± 0,0  0,5 ± 0,0  0,5 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,3 ± 0,0 
XPL  0,8 ± 0,1  0,8 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,4 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,2 ± 0,0 
Total DHC  1,9 ± 0,1  1,7 ± 0,1  0,8 ± 0,1  1,0 ± 0,0  0,6 ± 0,1  0,2 ± 0,0  0,6 ± 0,1  0,5 ± 0,0 
                 
Total 
flavonols 
 0,4 ± 0,0  0,4 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,3 ± 0,0  0,2 ± 0,0  0,1 ± 0,0 
Total 
polyphenols 
 141,5 ± 7,6  136,8 ± 5,3  123,2 ± 13,7  102,1 ± 7,5  86,9 ± 8,0  26,1 ± 0,3  62,4 ± 8,3  19,5 ± 4,0 
                 
mg/g dry 
haze 
  Pommeau    
   PM01  PM02  PM04  PM05  PM06  PM07      
EC  0,0 ± 0,0  0,1 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0     
B2 dimer  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0  0,0 ± 0,0     
Total PCAb  35,9 ± 4,1  48,5 ± 1,2  47,0 ± 7,9  8,3 ± 1,4  11,3 ± 1,4  11,7 ± 1,3     
Total  
flavan-3-ols 
 35,9 ± 4,1  48,6 ± 1,9  47,0 ± 7,9  8,3 ± 2,3  11,3 ± 2,3  11,7 ± 1,3     
                 
CQA  3,3 ± 0,2  2,4 ± 0,1  2,4 ± 0,1  1,8 ± 0,7  5,9 ± 0,3  2,8 ± 0,3     
PCQ  1,1 ± 0,2  0,7 ± 0,0  0,5 ± 0,0  0,8 ± 0,2  0,6 ± 0,1  0,5 ± 0,1     
Total HCA  4,4 ± 0,3  3,1 ± 0,2  2,9 ± 0,1  2,6 ± 1,2  6,5 ± 0,2  3,3 ± 0,4     
                 
PHL  0,6 +/- 0,1  0,2 +/- 0,0  0,1 +/- 0,0  0,1 +/- 0,0  0,4 +/- 0,1  0,1 +/- 0,0     
XPL  0,3 +/- 0,0  0,4 +/- 0,0  0,2 +/- 0,0  0,3 +/- 0,1  0,7 +/- 0,0  0,2 +/- 0,0     
Total DHC  0,9 +/- 0,1  0,6 +/- 0,0  0,3 +/- 0,0  0,4 +/- 0,1  1,1 +/- 0,1  0,4 +/- 0,0     
                 
Total 
flavonols 
 0,4 +/- 0,0  0,0 +/- 0,0  0,0 +/- 0,0  0,0 +/- 0,0  0,0 +/- 0,0  0,0 +/- 0,0     
Total 
polyphenols 
  42,0 +/- 4,5   52,3 +/- 6,9   50,3 +/- 7,7   11,3 +/- 8,1   19,0 +/- 11,8   15,8 +/- 1,6     
a For each sample, mean values are presented on the left column and confidence intervals (p = 0.05) are given in italics. 
 b Procyanidin concentration is the difference between the concentrations of flavan-3-ol monomers with and without 
phrologlucinolysis. EC, (-)-epicatechin; PCA, procyanidins; CQA, 5'-O-caffeoylquinic acid; PCQ, p-coumaroylquinic acid; HCA, 
hydroxycinnamicacids; PHL, phloridzine; XPL, phloretin xyloglucoside; DHC, dihydrochalcones. 
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With regard to nonoxidized phenolic compounds that are accessible to 
phloroglucinolysis and HPLC-DAD-MS analysis, total concentrations were very different 
depending on the samples (Table 2). Cider hazes contained the most nonoxidized phenolics 
(87−142 mg/g of dry haze). Apple juice AJ01 and AJ04 hazes contained very low levels of 
phenolic compounds (26 and 20 mg/g of dry haze, respectively), whereas levels reached 62 
mg/g of dry haze in AJ02. Beveridge and Tait reported higher values (45.7−75.8% w/w)174, but 
our results are in the range reported by van Buren (3−60% w/w)371. Pommeau hazes also had 
low concentrations of nonoxidized phenolics, especially PM05, PM06, and PM07 in which the 
concentrations were <20 mg/g of dry haze. Indeed, pommeaux are aged in wooden barrels for 
at least 14 months prior to bottling, and this is likely to lead to extensive oxidation of phenolic 
compounds.  
Procyanidins quantified by HPLC-DAD-MS were highly predominant in all of the 
samples compared to other native phenolic compounds (Figure 81). They accounted for 
59−96% (w/w) of the TPC assayed in hazes. Considering each beverage independently, the 
mean proportion of procyanidin was 94% (w/w) for cider and apple juice hazes and 81% for 
pommeau hazes. The three pommeau hazes with the lowest phenolic concentrations also had 
the lowest procyanidin proportions: 74% (w/w) for PM05, 59% for PM06, and 77% for PM07. 
The procyanidins in haze contained between 86 and 96% of (−)-epicatechin constitutive units, 
which is consistent with the values found in apple procyanidins20. Flavan-3-ol monomers were 
almost absent from the haze (Table 2). 
A comparison of the mean degree of polymerization (mDP) of flavan-3-ols in the 
supernatants and the hazes is shown in Figure 82. In haze, flavan-3-ol mDP ranged from 1.8 to 
4.2. For all of the samples, we noted that the mDP measured in hazes was always higher than 
the mDP in the corresponding supernatant. These results are consistent with Oszmiański et al., 
who reported lower mDP in apple juice than in the sediment377. Furthermore, several authors 
reported that polyphenol binding to proteins increases with their degree of polymerization168, 
203. However, because the oxidative bonds are not disrupted during the phloroglucinolysis 
reaction150, the degree of polymerization of oxidized procyanidins cannot be accurately 
calculated. The data values presented here must be considered as “apparent” mean degrees of 
polymerization. 
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Figure 82: Comparison between the flavan-3-ol mean degrees of polymerization in the precipitates 
(haze) and the supernatants. 
Concentrations of nonpolymeric phenolic compounds (also referred to as “simple” 
phenolic compounds), measured using HPLC-DAD-MS, were low in haze powder (Table 2) 
and reached <6% (w/w) of the TPC content estimated by the Folin−Ciocalteu method. 
However, their presence in haze, even in low proportions, is still surprising because these 
“simple” phenolics are not supposed to have aggregating and tanning properties168, 268. It is, 
therefore, likely that they came from a small part of the supernatant that had contaminated the 
pellet after centrifugation. 
Among the phenolic compounds quantified, procyanidins were predominant in haze. 
However, all of the polyphenols were not identified, as shown by comparing the HPLC-DAD-
MS and Folin−Ciocalteu data (Figure 81), and the missing part probably corresponds to 
oxidized phenolic compounds. 
1.3.3 Polysaccharides  
Monomeric sugars were first eliminated from the samples by ethanol precipitation of 
polysaccharides. Then, polysaccharides were hydrolyzed and derivatized prior to GC-FID 
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analysis. Table 3 shows the concentrations of neutral and acidic sugars after polysaccharide 
hydrolysis. We consider that these values express the detailed simple sugar composition of 
polysaccharides in haze. Total concentrations varied greatly from 3.9 to 290.7 mg/g of dry haze. 
Cider CD05 haze had a high polysaccharide content compared to the other samples (290.7 mg/g 
of dry haze). The polysaccharide concentration in apple juice AJ02 haze was >10 times higher 
than in the two other apple juices (AJ01 and AJ04). Pommeau PM06 and PM07 hazes had very 
low polysaccharide concentrations. The constitutive polysaccharide sugar content in pommeau 
PM05 haze was very low as ethanol precipitation did not provide enough material to allow GC-
FID analysis and, thus, was not mentioned in Table 3. Significant quantitative disparity was 
observed between samples and no conclusion can be drawn from the differences between apple 
juice, cider, and pommeau. This may be due to the small number of samples of each type. 
In most samples, galactose was the major sugar, accounting for 49−79% (w/w) of the 
polysaccharide fraction of the haze samples studied. The second major sugar in several samples 
was arabinose (9−26% w/w), suggesting the presence of pectic arabinogalactan chains and/or 
arabinogalactan proteins (AGPs). Hubert378 showed that type I arabinogalactans (AGI), which 
are components of pectin in apples, were absent from apple must. However, in contrast, the 
author showed the presence of type II arabinogalactans (AG II) and AGPs in apple juice. 
Brillouet et al.88 also reported the presence of an AGP in apple juice and concluded that they 
could have the ability to aggregate, leading to the formation of haze. Furthermore, AGPs were 
found in beer haze379, and they were also able to interact with haze components in model 
wines191. The Ara/Gal ratios in our samples ranged from 0.1 to 0.5. As a comparison, Hubert 
found an Ara/Gal ratio of 0.52 in depectinized apple juice378. Furthermore, an apple AGP 
studied by Brillouet et al. had an Ara/Gal ratio of 0.6788. These observations suggest that either 
arabinogalactan chains or AGPs with low arabinose content are preferentially included in 
aggregates. However, we cannot exclude the possibility that galactose may be present in haze 
in forms other than arabinogalactans or AGPs, such as galactan chains.   
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Table 3: Sugar composition of the polysaccharides analyzed using GC-FID after free sugar removal 
and polysaccharide hydrolysis followed by derivatizationa. 
mg/g dry haze   Cidre   Jus de pomme 
  
 
CD01   CD02   CD03   CD04   CD05   JP01   JP02   JP04 
Arabinose 
 
8,2 ± 2,3 
 
13,6 ± 2,6 
 
2,0 ± 0,3 
 
24,4 ± 6,3 
 
25,6 ± 5,6 
 
2,6 ± 0,9 
 
13,3 ± 0,1 
 
1,0 ± 0,3 
Galactose 
 
51,8 ± 10,8 
 
35,9 ± 5,0 
 
18,5 ± 1,9 
 
46,6 ± 7,8 
 
214,0 ± 31,3 
 
8,4 ± 1,0 
 
131,3 ± 33,5 
 
4,0 ± 0,9 
Galacturonic acid 
 
3,4 ± 0,7 
 
2,4 ± 0,7 
 
0,5 ± 0,5 
 
2,9 ± 2,8 
 
7,1 ± 3,1 
 
1,3 ± 0,3 
 
9,2 ± 2,8 
 
0,0 ± 0,0 
Glucose 
 
1,4 ± 0,3 
 
3,3 ± 1,2 
 
0,5 ± 0,1 
 
3,1 ± 0,7 
 
6,8 ± 0,4 
 
1,0 ± 0,6 
 
3,7 ± 1,9 
 
1,2 ± 0,2 
Glucuronic acid 
 
3,1 ± 0,3 
 
4,0 ± 1,8 
 
0,9 ± 0,0 
 
8,3 ± 10,4 
 
11,8 ± 0,7 
 
0,0 ± 0,0 
 
2,5 ± 10,6 
 
0,0 ± 0,0 
Mannose 
 
2,6 ± 0,6 
 
5,4 ± 1,5 
 
2,2 ± 0,5 
 
5,9 ± 3,5 
 
16,6 ± 0,5 
 
1,3 ± 0,5 
 
3,2 ± 0,8 
 
5,4 ± 1,0 
Rhamnose 
 
1,2 ± 0,3 
 
1,9 ± 0,0 
 
0,5 ± 0,1 
 
3,1 ± 0,5 
 
5,0 ± 0,2 
 
0,7 ± 0,5 
 
1,9 ± 0,2 
 
0,1 ± 0,3 
Xylose 
 
1,0 ± 0,2 
 
0,4 ± 1,9 
 
0,2 ± 0,0 
 
0,5 ± 1,4 
 
3,7 ± 0,1 
 
0,0 ± 0,0 
 
3,5 ± 0,0 
 
0,5 ± 0,1 
Total   72,8 ± 15,4   67,0 ± 12,9   25,3 ± 3,0   94,7 ± 24,9   290,7 ± 42,3   15,3 ± 3,2   168,6 ± 39,4   12,2 ± 2,5 
                 
mg/g dry haze   Pommeau 
      
  
 
PM01   PM02   PM04   PM06   PM07 
      
Arabinose 
 
6,8 ± 6,0 
 
13,3 ± 0,6 
 
7,3 ± 2,7 
 
0,0 ± 0,0 
 
0,2 ± 0,1 
      
Galactose 
 
60,1 ± 34,0 
 
84,2 ± 8,4 
 
37,3 ± 5,3 
 
0,7 ± 0,1 
 
1,2 ± 0,5 
      
Galacturonic acid 
 
4,9 ± 0,7 
 
6,6 ± 2,5 
 
19,6 ± 11,3 
 
0,0 ± 0,0 
 
0,0 ± 0,0 
      
Glucose 
 
1,1 ± 0,3 
 
5,6 ± 0,5 
 
0,5 ± 0,2 
 
4,3 ± 0,2 
 
1,6 ± 0,4 
      
Glucuronic acid 
 
3,9 ± 0,5 
 
4,5 ± 2,5 
 
0,7 ± 2,9 
 
0,0 ± 0,0 
 
0,0 ± 0,0 
      
Mannose 
 
0,7 ± 0,3 
 
2,3 ± 0,8 
 
0,7 ± 0,3 
 
0,0 ± 0,0 
 
0,5 ± 0,2 
      
Rhamnose 
 
0,8 ± 0,4 
 
2,6 ± 1,3 
 
0,3 ± 0,2 
 
0,0 ± 0,0 
 
0,0 ± 0,1 
      
Xylose 
 
1,0 ± 0,3 
 
2,3 ± 0,2 
 
1,3 ± 0,2 
 
0,9 ± 0,1 
 
0,4 ± 0,1 
      
Total   79,4 ± 41,9   121,5 ± 10,7   67,7 ± 2,8   5,9 ± 0,3   3,9 ± 1,2 
      
  a For each sample, mean values in mg/g of dry haze are presented on the left column and confidence intervals (p = 0.05) 
are given in italics. 
Mannose was present in almost every sample in proportions between 1 and 13% (w/w) 
except in AJ04, in which it accounted for 44% of total sugars. In apple juice hazes, mannose 
possibly originates from hemicellulose mannans65 such as glucomannans or galactomannans, 
whereas we cannot exclude the presence of yeast mannoproteins in cider and pommeau hazes. 
PM04 haze contained more galacturonic acid than the other samples. This high galacturonic 
acid content could be explained by a different production process: the apple must used to make 
this pommeau has probably undergone a clarification process called keeving. During this 
process, pectins are enzymatically desesterified and become able to form gels upon addition of 
calcium. The gel traps particles and forms the “brown cap” (“chapeau brun”), which clarifies 
the must by trapping suspended particles and by rising to the top of the tank. Contrary to 
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enzymatic depectinization, keeving does not eliminate pectic homogalacturonan chains from 
the samples. 
As a conclusion, polysaccharides were found in haze and probably came from pectin or 
hemicellulose residues. Their presence in haze reveals their involvement in complexes that have 
the ability to aggregate. 
1.3.4 Nitrogen Compounds  
 
 
Figure 83: Total protein concentration in haze samples obtained by UPLC-UV analysis after protein 
hydrolysis and by elementary analysis according to the Dumas method. The results are expressed in 
mg/g of dry haze. (∗) Not analyzed. 
The protein concentration was estimated using the Dumas combustion method (total 
nitrogen multiplied by 5.75) and measured using UPLC-UV analysis of amino acids after 
protein hydrolysis. The data obtained with these methods were compared (Figure 83) and gave 
consistent results. UPLC-UV analysis of haze from JP04 could not be performed due to a lack 
of material. In most samples, protein concentrations measured using the Dumas method were 
slightly higher than the results obtained by amino acid analysis. This could be due to the 
quantification of non-amino nitrogen by the Dumas method. Two apple juice hazes, AJ01 and 
AJ04, had high protein contents (185 and 236 mg/g of dry haze powder, respectively). The other 
samples contained far fewer proteins, with values estimated by the Dumas method ranging from 
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11 to 63 mg/g of dry haze. Using UPLC-UV quantification of amino acids, we found lower 
protein concentrations in four pommeau hazes (PM01, PM04, PM05, and PM06). The 
difference could possibly be due to a high non-amino nitrogen content in those samples. Van 
Buren371 reported protein concentrations in apple juices ranging from 11 to 180 mg/L. This high 
variability in the juices could explain the large differences we observed between haze samples. 
 
Figure 84: SDS-PAGE analysis of apple juice hazes. Protein bands were obtained with 110 μg (1) and 
275 μg (2) deposits from AJ01 haze and 170 μg (3) and 425 μg (4) deposits from AJ04 haze. MW, 
molecular weight in daltons. 
The results obtained using SDS-PAGE were consistent with the chemical analyses as 
proteins could not be detected in cider, pommeau, and apple juice AJ02 hazes, probably because 
of their very low concentrations. In contrast, four electrophoresis bands (35, 26, 23, and 13 
kDa) and two bands (26 and 23 kDa) were revealed for the AJ01 and AJ04 hazes, respectively 
(Figure 84). These molecular weights are consistent with those of proteins suspected to be 
involved in haze formation in white wines305 or in apple juice113. Esteruelas et al.293 identified 
several proteins in white wine precipitates including one thaumatin-like protein corresponding 
to a band between 18 and 26 kDa. This is of interest because apples also contain thaumatin-like 
proteins such as the 31 kDa allergen Mal d 2118.  
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Table 4: Amino acid composition of haze analyzed using UPLC-UV after protein hydrolysisa. 
mg/g of dry haze   Cider   Apple juice 
  
CD01 
 
CD02 
 
CD03 
 
CD04 
 
CD05 
 
AJ01 
 
AJ02 
α-alanine 
 
0,6 +/- 0,0   1,1 +/- 0,1   2,0 +/- 0,3   1,8 +/- 0,1   1,2 +/- 0,2 
 
0,1 +/- 0,0   1,5 +/- 0,1 
Aspartate 
 
1,2 +/- 0,1 
 
1,6 +/- 0,1 
 
2,3 +/- 0,2 
 
2,1 +/- 0,1 
 
1,0 +/- 0,1 
 
21,2 +/- 6,0 
 
3,3 +/- 0,1 
Glutamate 
 
2,3 +/- 0,1 
 
3,0 +/- 0,2 
 
3,7 +/- 0,4 
 
4,0 +/- 0,1 
 
3,0 +/- 0,4 
 
0,2 +/- 0,0 
 
2,9 +/- 0,1 
Glycine 
 
1,3 +/- 0,0 
 
1,7 +/- 0,2 
 
2,1 +/- 0,4 
 
2,2 +/- 0,1 
 
1,6 +/- 0,4 
 
17,8 +/- 5,2 
 
1,8 +/- 0,2 
Hydroxyproline 
 
0,9 +/- 0,0 
 
1,6 +/- 0,2 
 
3,1 +/- 0,6 
 
1,8 +/- 0,1 
 
1,9 +/- 0,5 
 
1,3 +/- 0,4 
 
1,6 +/- 0,2 
Proline 
 
0,3 +/- 0,0 
 
0,5 +/- 0,1 
 
0,8 +/- 0,1 
 
1,0 +/- 0,0 
 
0,4 +/- 0,1 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,6 +/- 0,0 
Serine 
 
0,8 +/- 0,1 
 
1,5 +/- 0,1 
 
2,8 +/- 0,5 
 
2,1 +/- 0,1 
 
1,5 +/- 0,3 
 
0,1 +/- 0,0 
 
2,4 +/- 0,1 
Threonine 
 
0,6 +/- 0,0 
 
1,1 +/- 0,1 
 
2,1 +/- 0,4 
 
1,7 +/- 0,1 
 
1,0 +/- 0,2 
 
23,8 +/- 6,9 
 
2,0 +/- 0,1 
Others 
 
7,9 +/- 0,1 
 
12,2 +/- 0,2 
 
18,8 +/- 0,9 
 
16,6 +/- 0,3 
 
11,6 +/- 0,6 
 
64,6 +/- 16,7 
 
16,1 +/- 0,4 
Total   9,9 +/- 0,2   15,9 +/- 1,2   24,8 +/- 3,9   25,3 +/- 0,8   14,7 +/- 2,7  191,3 +/- 22,8   21,7 +/- 1,1 
               
mg/g of dry haze 
 
Pommeau 
  
  
 
PM01   PM02   PM04   PM05   PM06   PM07 
  
α-alanine 
 
0,4 +/- 0,0 
 
4,1 +/- 0,2 
 
0,2 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,7 +/- 0,0 
  
Aspartate 
 
0,7 +/- 0,1 
 
5,9 +/- 0,2 
 
0,7 +/- 0,1 
 
0,2 +/- 0,0 
 
0,4 +/- 0,0 
 
1,4 +/- 0,0 
  
Glutamate 
 
1,8 +/- 0,1 
 
7,3 +/- 0,3 
 
1,5 +/- 0,1 
 
1,0 +/- 0,1 
 
0,6 +/- 0,1 
 
2,1 +/- 0,1 
  
Glycine 
 
1,0 +/- 0,1 
 
4,3 +/- 0,4 
 
0,9 +/- 0,0 
 
0,9 +/- 0,1 
 
0,5 +/- 0,1 
 
2,4 +/- 0,1 
  
Hydroxyproline 
 
0,7 +/- 0,2 
 
3,1 +/- 0,4 
 
0,3 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
1,0 +/- 0,0 
  
Proline 
 
0,1 +/- 0,0 
 
2,0 +/- 0,1 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,9 +/- 0,1 
  
Serine 
 
0,5 +/- 0,1 
 
3,6 +/- 0,2 
 
0,3 +/- 0,0 
 
0,2 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,4 +/- 0,0 
  
Threonine 
 
0,3 +/- 0,0 
 
3,1 +/- 0,2 
 
0,2 +/- 0,0 
 
0,2 +/- 0,0 
 
0,1 +/- 0,0 
 
0,3 +/- 0,0 
  
Others 
 
5,5 +/- 0,1 
 
33,3 +/- 1,1 
 
4,3 +/- 0,0 
 
2,7 +/- 0,1 
 
1,9 +/- 0,1 
 
9,2 +/- 0,1 
  
Total   6,2 +/- 0,7   51,7 +/- 2,8   5,0 +/- 0,2   3,3 +/- 0,4   2,4 +/- 0,3   11,4 +/- 0,4 
  
    a For each sample, mean values in mg/g of dry haze are presented on the left column and confidence intervals (p = 0.05) are given in italics.
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The amino acid composition is shown in Table 4. The samples showed similar protein 
compositions, except for AJ01 haze for which the protein amino acid profile was very different. 
First, all of the samples will be described except for AJ01, which will be described later. In all 
of the samples, glutamate was the first or second amino acid in terms of concentration in the 
proteins and represented between 14 and 30% (w/w). As a comparison, Asano et al.169 found 
that glutamate was the major amino acid in beer haze proteins and represented between 10.2 
and 14.3% (w/w) of these proteins. Aspartate accounted for 6− 18% (w/w) of total amino acids 
in haze proteins. However, during protein hydrolysis, glutamine and asparagine are transformed 
into glutamate and aspartate, respectively. Thus, the concentrations measured of these amino 
acids are overestimated and actually account for the sum of glutamine and glutamate and that 
of asparagine and aspartate. Glycine was also present in rather high concentrations in pommeau 
hazes and represented 17−26% (w/w) of total amino acids in proteins except in PM02 haze, in 
which its proportion was 8%, closer to that in cider and apple juice hazes (9−13%). Alanine, 
serine, threonine, and hydroxyproline were also present in non-negligible proportions and 
together accounted for 29−40% (w/w) of total amino acids in cider, apple juice, and PM01 
hazes and for 12−27% in the other pommeau hazes. These amino acids, together with glycine, 
are predominant in classical arabinogalactan proteins380-382. Furthermore, the haze-active 
proteins isolated by Wu and Siebert116 had high glycine (10.0−23.4%) and serine (8.4−19.7%) 
contents. These authors assumed that the high proportion of glycine could reveal the presence 
of random coil structures. Proline was also present in all of the samples in lower proportions 
(3−4% w/w) but still represented 8% in PM07. As a comparison, Asano et al. found between 
5.9 and 13.6% (w/w) of proline in beer haze proteins169. Furthermore, hydroxyproline 
accounted for 1−13%. Because the structure of this amino acid is very similar to that of proline, 
we assume that hydroxyproline could have a similar effect on interactions with phenolic 
compounds. These results suggest the possible presence, in low concentrations in apple-based 
beverage hazes, of proteins that have been reported as “hazeactive” in white wines and beers. 
With regard to AJ01, arginine was the major amino acid in proteins (19%) followed by 
threonine (12%). Contrary to the other samples, glutamate and serine represented <1% of total 
protein amino acids and hydroxyproline was close to 1%. The differences in the composition 
of this apple juice compared to the other beverages are possibly due to different growing 
practices related to the use of dessert apples instead of cider apples for juice production. 
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To summarize, proteins, although they are minor constituents of apple must, were found 
in haze. Glutamate was the major protein amino acid assayed, but glycine, hydroxyproline, 
serine, threonine, and proline were also present in non-negligible amounts. These amino acids 
were found in high proportions in haze-forming proteins in other beverages168, 380, 382. 
1.3.5 Mineral and Metal Content  
Total mineral and metal contents ranged from 5.3 to 12.2 mg/g of dry haze (Table 5). 
Apple juices and CD03 hazes had the lowest mineral and metal contents, whereas PM04 haze 
had the highest concentration. 
Table 5: Mineral composition of haze analyzed using ICP-MSa. The results are expressed in µg/g of 
dry haze. 
µg/g dry haze Cider   Apple juice   Pommeau 
  
 
CD01 CD02 CD03 CD04 CD05 
 
AJ01 AJ02 
 
PM01 PM02 PM04 PM05 PM06 PM07 
Calcium 
 
2228 2798 1458 2913 2136 
 
187 348 
 
3682 1839 7109 5153 729 1443 
Copper 
 
10 23 24 48 27 
 
699 113 
 
383 274 487 140 68 522 
Iron 
 
60 39 8 9 91 
 
79 42 
 
897 804 263 144 6 251 
Magnesium 
 
211 239 175 252 185 
 
217 217 
 
214 246 177 230 342 353 
Potassium 
 
5796 6242 4960 5776 4433 
 
5532 4327 
 
4129 5439 3843 4715 5970 5996 
Sodium 
 
81 73 81 74 73 
 
42 84 
 
12 89 72 75 171 214 
Others 
 
130 126 60 114 152 
 
94 161 
 
147 273 196 266 87 196 
Total   8515 9539 6765 9185 7096   6852 5291   9464 8962 12147 10724 7372 8975 
  a The results are expressed in µg/g of dry haze. 
Potassium was the main mineral in most samples, and its concentration was conserved 
between samples (3.8−6.2 mg/g of dry haze). This observation is not surprising given that 
potassium is also the main mineral element in apple juices with values ranging from 685 to 
1510 ppm383. It may act as a counterion of macromolecules present in haze such as proteins and 
polysaccharides. However, this concentration is very high compared to previously published 
data in apple haze showing 0.5−1.4 mg of potassium per gram of sediment268. Calcium was the 
second main mineral, but its content greatly depended on the samples and ranged from 0.2 to 
7.1 mg/g of dry haze. The concentration of calcium in pommeau hazes was also widely 
distributed (0.7−7.1 mg/g of dry haze). Interestingly, PM04 haze, which had the lowest 
potassium content, had the highest calcium content. This can be explained by the use of keeving 
instead of enzymatic depectinization as this process requires the addition of calcium salts. 
However, PM06 haze had the lowest calcium content, but it also had one of the lowest total 
156 
 
mineral concentrations. The calcium content in cider hazes ranged from 1.5 to 2.9 mg/g of dry 
haze. Apple juice hazes had the lowest calcium concentrations, ranging from 0.2 to 0.3 mg/g of 
dry haze, but they also had low total mineral concentrations (6.9 and 5.3 mg/g of dry haze). All 
of the samples contained similar concentrations of magnesium (between 0.2 and 0.4 mg/g of 
dry haze). Copper was also present in the samples (from 0.01 to 0.7 mg/g of dry haze). AJ01 
contained the highest copper concentration, and cider hazes were poor in copper. Johnson et al. 
reported higher levels of copper (0.7−3.0 mg/g of sediment) in apple juice sediment268. Iron 
content ranged from 0.01 to 0.9 mg/g of dry haze. PM01 and PM02 hazes had the highest iron 
contents (0.9 and 0.8 mg/g of dry haze, respectively), but these values are lower than those 
reported by Johnson et al. (0.8−1.8 mg/g of sediment)268. Van Buren reported copper and iron 
concentrations up to 2% (w/w) in apple juice haze371. Copper and iron concentrations in peeled 
apple were reported to be 0.02 and 0.05 mg/g of dry matter, respectively383. Thus, some of the 
haze samples contained much higher levels of these metal ions. This is interesting because they 
can act as catalysts in oxidation processes. They can also play a role as ligands for polyphenols, 
and in this way, they may also contribute to haze formation384. 
1.3.6 General Overview  
Figure 80 shows the global compositions of haze in the beverages studied. The values 
presented were obtained from global analyses: Folin−Ciocalteu for polyphenols and total 
nitrogen using elementary analysis for proteins. The analyses explained a maximum of 75% of 
haze dry mass with a mean value of 52%. Part of the missing components could be due to the 
less efficient quantification of the oxidized compounds by the Folin−Ciocalteu procedure. Only 
33 and 43% of haze dry mass were explained for pommeaux PM06 and PM07, respectively. 
Pommeaux are stored for several months in barrels before bottling. These conditions are 
favorable to oxidation reactions that may concern more particularly phenolic compounds and 
which would lead to a significant underestimation of the phenolic fraction in haze dry matter. 
Another part of the unexplained mass could correspond to unquantified bound water still 
present in the freeze-dried material. Free sugars represent 9−46% of the haze dry mass, and 
they probably mostly come from the supernatant remaining in the pellet after centrifugation. 
Phenolic compounds were the main constituents of haze, except in two apple juices, 
namely, AJ01 and AJ04. In these samples, haze was dominated by proteins and contained very 
few polysaccharides. This suggests that proteins played an important role in haze formation in 
these samples, even though they are present in low concentrations in apple juice. They could 
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be the starting point of haze formation as in white wine385, or they may be incorporated in tannin 
aggregates173. Conversely, PM05, PM06, and PM07 hazes had very low protein and 
polysaccharide contents. Let us recall that pommeau is a mixture of cider apple juice and apple 
spirit. During the storage in barrels, it is likely that most of the proteins initially present in apple 
juice are removed from the liquid by precipitation with tannins. Thus, for the postbottling hazes 
examined in the present study, this suggests that haze formation in these samples was mainly 
driven by phenolics that undergo structural modifications during bottle storage. Polysaccharide 
concentrations in haze were highly variable and ranged from undetectable quantities in PM05 
to 30% in CD05 haze. The mass of the polysaccharides obtained after ethanol precipitation was 
too low in the PM05 haze to enable quantification. The presence of polysaccharides in haze 
suggests that they may be involved in the interactions responsible for haze formation, either 
through an active role or by incorporation into other complexes361. These results are consistent 
with previous studies in which polysaccharides enhanced protein−polyphenol aggregation207, 
331. We assume that differences between samples resulted from differences in the original 
beverage composition caused by their fabrication processes.  
As a conclusion, haze in apple-based beverages contains phenolic compounds, 
polysaccharides, and proteins. Their respective proportions varied between samples but, 
considering the part that could be analyzed, procyanidins were generally the main constituents, 
except in two of three apple juices. The proportion of polysaccharides in haze varied, and most 
came from pectin or hemicellulose residues. Their presence in haze reveals their involvement 
in complexes that have the ability to aggregate. Proteins, although they are minor constituents 
of apple must, were present in haze. Except in two apple juices, they were minor constituents 
of haze, but could be the starting point of haze formation as in white wine385, or they may be 
incorporated in tannin aggregates173. Metal ions such as copper and iron were found in haze and 
could either act as catalyst for the oxidation of polyphenols or as ligands for polyphenols384. 
This study gives a detailed description of the composition of haze in apple-based 
beverages. As far as we know, it is the first time native procyanidin structures have been 
quantified in postclarification haze and characterized according to their average degree of 
polymerization. Yet, a large part of the haze could not be explained by the analyses. We assume 
this is due in part to an underestimation of oxidized phenolic compounds. Thus, work is ongoing 
to develop a reliable and precise method to quantify oxidized phenols. However, this study is 
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the foundation for further research on the mechanisms of haze formation in apple-based 
beverages. 
 
Résumé de cette étude 
Le résidu insoluble correspondant au trouble a été extrait de plusieurs échantillons de 
cidres, pommeaux et jus de pommes et a été analysé par diverses méthodes de chimie 
analytique. Les troubles des cidres et pommeaux sont majoritairement constitués de 
composés phénoliques, principalement représentés par les procyanidines. Pourtant, une large 
proportion de la masse des précipités n’a pu être identifiée. La différence de résultats 
constatée entre l’analyse chromatographique et le dosage colorimétrique de Folin-Ciocalteu 
nous a conduit à supposer que cette masse non expliquée est constituée de tanins oxydés, 
non accessibles à l’analyse. Des polysaccharides sont également présents en proportions 
variables dans les troubles des boissons étudiées. Ils sont essentiellement constitués de 
galactose et d’arabinose, suggérant la présence d’arabinogalactanes issus des pectines ou 
d’arabinogalactane protéines. Les minéraux majoritaires sont le potassium et le calcium, ce 
qui est cohérent avec la composition des pommes. Cependant, fer et cuivre ont également été 
trouvés dans des proportions importantes, traduisant leur possible implication dans la 
formation des troubles. Enfin, les protéines, quoiqu’en faibles quantités dans les précipités de 
cidres et de pommeaux, sont les constituants majoritaires des troubles de deux jus de pomme. 
Leur composition en acides aminés étant proche de celle de protéines connues pour leur 
implication dans l’instabilité des vins blancs, il est envisagé que ces protéines soient parmi les 
principales molécules responsables de la formation des troubles dans les jus de pomme. 
Ces résultats constituent une première étape de compréhension de l’origine des 
troubles physico-chimiques dans les boissons cidricoles. Ils doivent constituer une base pour 
des recherches plus approfondies sur les mécanismes selon lesquels les constituants 
identifiés dans les précipités sont impliqués dans leur formation. 
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2 Compléments à la publication 1 : Comparaison de la 
composition des troubles avec celle des surnageants 
L’article ci-dessus présente l’analyse fine de la composition du trouble dans plusieurs 
échantillons de boissons. Cependant, lorsque cela était possible, la composition des surnageants 
obtenus lors de la centrifugation des boissons troubles a également été analysée et les résultats 
obtenus ont été comparés avec ceux des précipités. 
2.1 Matériel et méthodes 
2.1.1 Polyphénols des surnageants 
Les polyphénols natifs et après phloroglucinolyse ont été analysés de la même façon 
que dans l’article. Dans le cas des composés phénoliques natifs, 500 µL de surnageant ont été 
lyophilisés et soumis à une extraction par sonication de 15 min dans 1200 µL de méthanol 
additionné de 1 % d’acide acétique. Dans le cas des échantillons destinés à l’analyse des 
procyanidines par dépolymérisation, 500 µL ont été lyophilisés et soumis à la réaction de 
phloroglucinolyse, selon le protocole indiqué dans l’article. Dans les deux cas, les échantillons 
sont filtrés sur PTFE 0,45 µm avant l’analyse par HPLC-UV-MS. 
2.1.2 Oses des surnageants 
Avant l’analyse des oses par GC-FID, les surnageants de cidres ont été dilués dix fois 
et les surnageants de jus de pomme et de pommeaux ont été dilués cent fois dans de l’eau 
contenant le standard interne. Les échantillons ont ensuite été séchés au GeneVac EZ-2 Series 
Personal Evaporator (GeneVac, Ipswich, UK) puis dérivés et analysés avec la même méthode 
que les oses des troubles (voir Chapitre 1, paragraphe 1.2.9). 
2.1.3 Minéraux des surnageants 
Comme ceux des troubles, les minéraux des surnageants ont été analysés par ICP-MS 
par le groupe IFBM-Qualtech. 
2.2 Résultats 
2.2.1 Polyphénols des surnageants 
La composition en composés phénoliques des surnageants est présentée sur la Figure 
85. Pour comparaison, le détail de la composition en polyphénols des troubles est présenté sur 
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la Figure 86. Les profils sont très différents : les troubles sont très majoritairement constitués 
de procyanidines alors que les surnageants ont un profil polyphénolique plus varié, dominé par 
les acides hydroxycinnamiques. De façon à affiner les résultats concernant la représentation de 
certaines familles de composés phénoliques dans les troubles par rapport aux surnageants, un 
calcul a été effectué pour déterminer la proportion des polyphénols totaux de la boisson de 
départ qui se trouve finalement mesurée dans le trouble (Table 6). On constate de façon évidente 
que les procyanidines sont sur-représentées dans le trouble, c’est-à-dire qu’elles ont plus 
tendance à y être incorporées qu’à rester dans la phase liquide. Cela confirme l’hypothèse de 
leur implication dans la formation de trouble et est cohérent avec les données de la littérature. 
En effet, les tanins sont supposés jouer un rôle majeur dans la formation d’agrégats par 
interaction avec des protéines, alors que les composés ne disposant que d’un seul cycle 
phénolique se comportent en ligands monodentates et ne permettent pas la formation 
d’agrégats226. Les procyanidines sont, de plus, capables de s’auto-associer par effets 
hydrophobes entre les cycles phénoliques272. Cependant, lorsque l’on s’intéresse en parallèle 
au pourcentage de la masse totale du produit représentée par le trouble, situé entre 0,0003 et 
0,08 %, on constate que toutes les familles de polyphénols sont légèrement sur-représentées 
dans les troubles, dans la limite de détection. Cela souligne la présence d’interactions 
impliquant toutes les familles de composés phénoliques, même si toutes n’occupent 
probablement pas un rôle prépondérant dans l’initiation du trouble. De plus, cela est cohérent 
avec les résultats de certains auteurs qui ont remarqué une faible solubilité des flavan-3-ols 
monomères par rapport aux procyanidines153, 276. 
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Figure 85 : Composition des surnageants en polyphénols des différentes familles , en mg/L de 
surnageant. 
 
Figure 86 : Composition des troubles en polyphénols de différentes familles, en mg/g de trouble 
sec.
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Table 6 : Pourcentages massiques des polyphénols des boissons (trouble + surnageant) quantifiés 
dans les troubles, répartis par famille. La colonne % trouble correspond au pourcentage massique 
de trouble dans les boissons. 
 
2.2.2 Polysaccharides des surnageants 
Les quantités de matières insolubles dans l’alcool (MIA) obtenues à partir des 
surnageants étaient trop faibles pour pouvoir réaliser l’analyse des polysaccharides en GC-MS. 
Ce résultat souligne une probable « migration » des polysaccharides de la boisson vers le 
trouble, expliquant leur disparition de la phase liquide. Ces composés sont donc possiblement 
impliqués dans la formation des agrégats à l’origine de la turbidité des boissons. 
2.2.3 Oses des surnageants 
Le contenu en oses des surnageants a été analysé de façon à vérifier l’hypothèse selon 
laquelle les sucres présents dans le trouble proviendraient uniquement du volume résiduel de 
liquide mélangé au culot après la centrifugation. En effet, les oses étant parfaitement solubles 
dans l’eau, leur présence dans le trouble est inattendue.  
Considérant que la totalité de l’eau contenue dans les culots de centrifugation 
proviendrait du surnageant résiduel, nous avons pu calculer le volume maximal de surnageant 
possiblement contenu dans les culots. Connaissant les concentrations en oses des surnageants, 
nous avons déduit la quantité théorique de ces sucres dans les troubles dont la présence est due 
au surnageant résiduel (Table 7). Nous pouvons constater que, hormis dans le cas du cidre 
CD01, le rapport entre quantité théorique et quantité mesurée est supérieur à un. Ce résultat 
% 
trouble
Procyanidines
Flavan-3-ols 
monomères
Acides 
hydroxycinnamiques
Dihydrochalcones Flavonols
CD01 0.03 11.78 0.27 0.44 0.74 3.40
CD02 0.02 4.22 0.11 0.23 0.34 1.39
CD03 0.08 70.28 1.03 1.11 1.75 5.81
CD04 0.01 3.88 0.14 0.16 0.22 0.43
CD05 0.02 21.08 0.17 0.24 0.30 2.92
AJ01 0.01 4.45 0.00 0.08 0.09 0.57
AJ02 0.00 1.93 0.00 0.04 0.06 0.21
AJ04 0.00 0.25 0.00 0.01 0.01 0.03
PM01 0.01 2.43 0.00 0.10 0.12 0.72
PM02 0.01 3.12 0.04 0.11 0.13 0.00
PM04 0.01 4.01 0.00 0.12 0.14 0.63
PM05 0.01 1.82 0.00 0.10 0.11 0.00
PM06 0.11 26.10 0.00 0.64 0.70 2.51
PM07 0.01 20.20 0.00 0.18 0.22 0.00
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peut s’expliquer par deux hypothèses : soit le volume estimé de surnageant est légèrement plus 
élevé que le volume réel, de l’eau liée pouvant être présente dans les échantillons386 ; soit 
l’extraction des oses dans l’eau à partir des troubles n’est pas totale et les oses des troubles sont 
sous-estimés. Cependant, quelle qu’en soit la raison, le rapport est globalement proche de 1 et, 
la quantité réelle de surnageant ne pouvant être radicalement plus faible que la quantité estimée, 
cela suppose que les sucres simples sont absents ou faiblement concentrés dans les troubles. 
Table 7 : Contenu osidique des surnageants et apports en oses dans les troubles par le surnageant 
résiduel. Ne connaissant pas le pourcentage de matière sèche des troubles CD03 et CD04, le calcul 
concernant l’apport du surnageant dans le trouble n’a pu être réalisé. Par manque de matière, le 
dosage des oses n’a pu être effectué pour l’échantillon AJ04. 
 
2.2.4 Protéines des surnageants 
Aucune bande protéique n’a été obtenue par SDS-PAGE à partir des surnageants. De 
plus, en raison de la forte concentration en sucres des échantillons, nuisant à la dérivatisation, 
l’analyse des acides aminés libres et protéiques n’a pu être réalisée de façon satisfaisante dans 
les surnageants. 
Echantillon
Oses totaux 
surnageant 
(g/L)
Oses provenant du 
surnageant dans le trouble 
sec (mg/g) (théorique)
Oses mesurés 
trouble (mg/g)
Théorique 
/ mesuré
CD01 60.60 167 179.59 0.93
CD02 57.21 165 148.37 1.1
CD03 61.23 190.32
CD04 38.14 92.83
CD05 51.94 131 117.75 1.1
AJ01 162.01 634 456.80 1.39
AJ02 141.32 492 362.13 1.36
AJ04 127.03 481
PM01 108.56 281 224.70 1.25
PM02 104.41 301 240.01 1.3
PM04 91.64 215 180.16 1.19
PM05 132.09 340 289.73 1.17
PM06 151.14 448 187.62 2.39
PM07 114.62 314 251.80 1.25
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2.2.5 Ions métalliques des surnageants 
La composition en ions métalliques des surnageants est présentée sur la Figure 87. Le 
potassium est nettement majoritaire et représente 86 à 95 % des métaux des surnageants. 
Calcium, magnésium et sodium représentent également des proportions non négligeables. Pour 
une comparaison graphique, la composition en ions métalliques des troubles est également 
présentée sur la Figure 88. De la même façon que pour les polyphénols, la proportion des 
métaux totaux de la boisson de départ présents dans le trouble a été calculée et est présentée 
dans la Table 8. Les résultats sont particulièrement intéressants car ils permettent de mettre en 
avant une sur-représentation de certains minéraux ne faisant pas partie des composés 
majoritaires. Ainsi, des métaux tels que le cuivre, l’étain et le fer sont nettement sur-représentés 
dans les troubles par rapport aux surnageants. Cela soulève la question de leur rôle dans la 
formation de trouble. En effet, ces métaux peuvent agir comme catalyseurs de l’oxydation des 
composés phénoliques. Cependant, cela ne justifie pas leur présence préférentielle dans les 
troubles. Par contre, ces ions ont également la faculté de se chélater avec d’autres molécules 
comme les polyphénols384, 387-388, les protéines ou les polysaccharides389. Il est donc possible 
qu’ils soient incorporés au trouble en se liant aux agrégats. Ces trois métaux fortement 
représentés dans les troubles sont aussi des ions au minimum divalents et il est donc 
théoriquement possible qu’ils se chélatent à la fois à deux molécules, par exemple des composés 
phénoliques, formant ainsi des ponts entre elles et participant activement à la croissance des 
agrégats. 
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Figure 87 : Composition minérale des surnageants, en mg/L. 
 
Figure 88 : Composition minérale des troubles, en µg/g de trouble sec. 
2.3 Bilan 
La comparaison de la composition des surnageants avec celle des troubles apporte des 
compléments d’interprétation pertinents par rapport à la publication présentée plus haut 
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(Chapitre 1, paragraphe 1). En effet, elle permet de confirmer l’implication des procyanidines 
dans la formation de trouble. De plus, dans le cas des analyses de minéraux, elle a permis de 
mettre en avant des métaux non majoritaires dont le rôle dans la formation de trouble peut être 
important, notamment le fer, le cuivre et l’étain. Ces métaux sont probablement incorporés dans 
les agrégats par des phénomènes de chélation et participent peut-être même activement à leur 
croissance. Enfin, grâce à cette comparaison, nous avons pu confirmer que les sucres présents 
dans les troubles proviennent en réalité pour l’essentiel du surnageant résiduel issu de l’étape 
de centrifugation. 
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Table 8: Pourcentages massiques des minéraux des boissons (trouble + surnageant) quantifiés dans les troubles. La colonne % trouble correspond au 
pourcentage massique de trouble dans les boissons. 
% 
trouble Aluminium Calcium Chrome Cuivre Etain Fer Magnésium Plomb Potassium Sodium
CD01 0.03 10.67 0.98 3.02 22.54 21.03 25.42 0.37 14.25 0.00 11.77
CD02 0.02 12.04 1.52 3.10 28.47 36.64 45.20 0.53 3.13 0.77 4.12
CD04 0.01 12.37 0.72 2.66 36.64 24.65 6.51 0.25 0.00 0.00 7.82
CD05 0.02 8.55 0.62 37.25 31.41 18.96 27.36 0.19 0.00 0.00 15.50
JP01 0.01 0.85 0.30 3.01 47.57 51.81 29.13 0.15 0.36 0.56 4.10
JP02 0.00 2.85 0.12 3.10 12.46 31.57 1.90 0.07 0.00 0.00 0.73
PM01 0.01 2.55 0.52 0.91 2.02 10.44 39.58 0.13 2.90 0.32 2.31
PM02 0.01 4.99 0.32 3.23 4.91 5.30 15.40 0.11 4.72 0.44 1.80
PM04 0.01 7.12 1.52 12.69 3.41 39.86 59.84 0.16 6.61 0.46 3.79
PM05 0.01 5.39 0.40 4.21 3.02 6.76 38.64 0.10 3.63 0.39 1.78
PM06 0.11 33.23 7.00 12.94 23.58 15.94 56.83 2.24 0.00 5.70
PM07 0.01 5.56 1.05 4.88 7.81 11.31 40.96 0.32 5.31 0.73 14.40
% du total expliqué par le trouble
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3 Conclusions du Chapitre 1 
L’étude de la composition chimique des troubles des boissons cidricoles révèle des 
différences importantes entre les boissons et permet d’émettre des hypothèses quant aux 
mécanismes impliqués dans la formation des troubles.  
D’une part, les composés phénoliques, en particulier les procyanidines, semblent jouer 
un rôle prépondérant dans la formation des troubles dans les cidres et les pommeaux. De plus, 
nous avons vu que leur concentration était vraisemblablement sous-estimée en raison du niveau 
d’oxydation de ces boissons, ce qui explique la forte part inexpliquée, en particulier dans les 
troubles de pommeaux, qui sont des produits très oxydés. Or, Zanchi et ses collaborateurs ont 
montré que les polyphénols oxydés ont la capacité de s’auto-agréger153. Ainsi, dans les cidres 
et les pommeaux, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’oxydation des composés phénoliques 
soit un mécanisme leader de la formation du trouble.  
D’autre part, deux jus de pomme sur les trois étudiés présentent un trouble riche en 
protéines, alors que les précipités des cidres et pommeaux en sont pratiquement dépourvus. Ce 
résultat n’est pas surprenant sachant que les produits d’origine sont naturellement plus pauvres 
en protéines. Cependant, il est probable que cela soit à l’origine de mécanismes d’agrégation et 
de formation de trouble différents, essentiellement conduits par les protéines, dans les jus de 
pomme. De plus, les jus de pomme sont des produits pasteurisés. Certaines protéines sont donc 
susceptibles d’être dénaturées par ce procédé et ainsi de s’agréger de façon similaire à ce qui se 
passe dans les vins blancs (voir TA interactions entre protéines), avec une probable intervention 
des composés phénoliques. 
Ces deux hypothèses de mécanismes de formation des troubles dans les boissons 
cidricoles ont été testées dans la suite de ce travail. En revanche, nous avons fait le choix de ne 
pas étudier plus en détail dans cette thèse le rôle des polysaccharides et des métaux. 
169 
 
  
170 
 
  
171 
 
 
 Chapitre 2 : Impact de l’oxydation sur 
la formation de trouble dans les 
boissons cidricoles 
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L’analyse de la composition des troubles des cidres, pommeaux et jus de pomme, a 
montré l’importance des polyphénols, notamment des procyanidines natives. En effet, nous 
avons vu dans le paragraphe 1.3.2 du Chapitre 1 que les procyanidines sont les polyphénols 
majoritaires des troubles. Cependant, les dosages globaux ont fait ressortir le fait qu’une part 
importante des constituants du trouble pourrait correspondre à des composés phénoliques. Des 
marqueurs d’oxydation, non quantifiables par les techniques disponibles actuellement au 
laboratoire, ont d’ailleurs été observés lors de l’analyse LC-MS.  
Il est important de noter que les procédés de fabrication des pommeaux, nécessitant le 
vieillissement du produit en fûts pendant minimum quatorze mois sans protection contre 
l’oxygène, favorise l’oxydation du produit et, par conséquent, des composés phénoliques qui le 
constituent. La seconde partie de ce travail est donc axée sur l’impact de l’oxydation des 
composés phénoliques et, en particulier, des procyanidines sur la formation de trouble.  
Dans un premier temps, sachant que, empiriquement, la profession cidricole associe 
l’apparition de trouble avec l’oxydation du produit, une expérimentation avec un cidrier 
industriel a été mise en place dès le début de la thèse pour vérifier cette hypothèse.  
Dans un second temps, une étude a été menée en solution modèle afin de déterminer le 
niveau d’implication de l’oxydation des composés phénoliques dans la formation de trouble 
dans les boissons cidricoles, en particulier dans les cidres et les pommeaux.  
 Impact de l’ajout d’antioxydant sur l’apparition de turbidité dans 
les cidres 
1.1 Objectif 
L’objectif de cette expérimentation était de vérifier l’impact que pouvait avoir l’oxygène 
sur l’apparition de trouble dans des cidres industriels. Des ajouts d’antioxydant ont été effectués 
lors de l’embouteillage de cidres et la quantité d’oxygène, ainsi que l’apparition de trouble, ont 
été suivies dans ces bouteilles sur une longue durée. 
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1.2 Matériel et méthodes 
1.2.1 Produits chimiques 
L’antioxydant utilisé est de l’Antioxin FJ (AEB Group, Vitry sur Seine, France) qui est 
un mélange équimolaire d’acide ascorbique et de métabisulfite de potassium (K2S2O5). 
L’Antioxin FJ contient 250 mg de SO2 par gramme. 
1.2.2 Cidres étudiés 
Huit cidres produits par les Celliers Associés (Pleudihen-sur-Rance, France) et destinés 
à la commercialisation ont été étudiés.  
Pour chaque lot de cidre, des bouteilles destinées à l’expérimentation ont été ajoutées 
sur la ligne d’embouteillage :  
- Modalité NOX : 12 bouteilles contenant 150 mg d’Antioxin, équivalent à 37,5 mg de 
SO2 et 29,7 mg d’acide ascorbique. Ces bouteilles ont été inertées par ajout de dioxyde 
de carbone de façon à ce que l’antioxydant ne soit pas totalement consommé avant le 
remplissage. 
- Modalité OX : 12 bouteilles vides (pas d’ajout d’antioxydant) et non inertées. 
- Pour chaque modalité (NOX et OX), 2 bouteilles supplémentaires sont dotées de 
pastilles permettant la mesure d’oxygène (PreSens, Allemagne) 
Les bouteilles ont ensuite été remplies, bouchées et pasteurisées avec l’ensemble de la 
production. Ainsi, hormis la supplémentation en Antioxin, les cidres étudiés ont suivi 
exactement le même itinéraire de production que les cidres commercialisés.  
Les cidres collectés sont ensuite stockés en chambre thermorégulée à 12°C pendant 
toute la durée de l’étude. Il convient de noter que les cidres non biologiques ont de base subi 
des ajouts de 150 mg/L d’Antioxin, tandis que les cidres biologiques en contiennent maximum 
85 mg/L. 
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1.2.3 Mesures effectuées sur les cidres 
1.2.3.1 Mesure d’oxygène 
Pour chaque lot de cidre, quatre bouteilles sont équipées de pastilles permettant la 
mesure de l’oxygène (PreSens, Allemagne). La lecture de la concentration en oxygène dans 
l’espace de tête ou dans le liquide, avec ou sans agitation, est effectuée grâce à une fibre optique 
raccordée à un boitier (Fibox 3 LCD trace, PreSens, Allemagne). 
1.2.3.2 Turbidimétrie 
Les mesures de turbidimétrie ont été effectuées sur un turbidimètre Turb 555 IR (WTW, 
Allemagne). Cette mesure néphélométrique porte sur le rayonnement diffusé par les particules 
en suspension à un angle de 90°. L’appareil a été calibré à l’aide de cinq étalons de formazine 
avec différents niveaux de turbidité (0,02 ; 10 ; 100 ; 1750 NTU).  
1.2.3.3 Notation visuelle du trouble 
Les niveaux de trouble ont été évalués visuellement par deux opérateurs selon la 
notation suivante : 
6 Opaque / Dépôt 
5 Presque opaque / Dépôt 
4 Trouble important / Dépôt possible 
3 Trouble intermédiaire / Léger dépôt possible 
2 Léger trouble 
1 Légers volutes à l’agitation 
0 Rien 
 
1.3 Résultats 
Les résultats des différentes mesures effectuées le 07/03/2016 sont présentés dans la 
Table 9. 
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Table 9 : Résultats de l'expérimentation sur l'impact de l'ajout d'antioxydant sur l'apparition de 
turbidité dans des cidres. Les colonnes « Avec » et « Sans » correspondent respectivement aux 
modalités avec antioxydant et sans antioxydant. Les mesures de turbidité et la notation visuelle du 
trouble ont été effectuées le 07/03/2016. 
  
O2 à 
l'embouteillage 
(ppm) 
O2 le 
07/03/2016 
(ppm) 
Turbidité 
(NTU) 
Note visuelle 
trouble (/6) 
Echantillon 
Date 
d'embouteillage 
Avec Sans Avec Sans Avec Sans Avec Sans 
Cidre 2 17/12/2014 0.2 0.8 0.25 0.1 1.01 8.33 0 1 
Cidre 3 09/01/2015   9.7 0.6 0.2 0.95 35.7 0 3 
Cidre 4 15/01/2015 0.1 2 0.25 0.2 1.07 22.3 0 2 
Cidre 5 15/01/2015 2.6 3.6 0.15 0 1.73 17 0 1 
Cidre 6 04/02/2015 0.3 1.5 0.2 0.15 5.26 245 1 5 
Cidre 8 11/03/2015 2.7 4.75 0   0.32 295 1 6 
Cidre 10 19/03/2015 3.1 7.2 0 0 0.34 6.03 0 1 
Cidre 11 18/03/2015   1.5 0 0 0.56 155 1 4 
 
Les mesures de turbidité et la notation visuelle révèlent de façon très nette l’impact de 
l’Antioxin en forte quantité (Table 9). En effet, l’apparition de trouble après environ un an de 
stockage est presque empêchée par la présence de l’antioxydant. Ce résultat confirme 
l’importance supposée de l’oxydation pour la formation de trouble dans les produits cidricoles. 
D’autre part, on note que les cidres présentant les plus importants développements de 
trouble sont des produits issus de l’agriculture biologique (cidres 6, 8 et 11). Une explication 
possible est la quantité plus faible d’antioxin ajoutée lors de la fabrication de ces cidres par 
l’industriel (85 mg/L dans les cidres biologiques contre 150 mg/L dans les cidres 
conventionnels). Une autre explication résiderait dans le mode de culture : en agriculture 
biologique, les arbres sont soumis à plus d’attaques extérieures auxquelles ils répondent par la 
synthèse de molécules de défense comme des composés phénoliques ou des protéines de 
défense. Or, de nombreuses études ont montré que ces composés seraient impliqués dans la 
formation de trouble (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 4). 
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Suite à cette expérimentation, le rôle de l’oxydation dans la formation de trouble dans 
les boissons cidricoles parait évident. Cependant, les mécanismes mis en jeu ne sont pas connus. 
Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au rôle de l’oxydation des composés 
phénoliques, en particulier des procyanidines, dans la formation de trouble dans les boissons 
cidricoles, et en particulier dans le pommeau. 
2 Publication 2 : L’auto-agrégation des procyanidines contribue à 
la formation de trouble dans le pommeau 
 
2.1 Introduction 
A wide variety of beverages can be obtained from apples, ranging from cloudy or clear 
apple juices to spirits containing more than 40% alcohol by volume (ABV). Among them, ciders 
(called hard ciders in North American countries) are fermented apple juices with a relatively 
low alcohol content (usually 1.5-8% ABV), and Pommeaux are apple-based liqueur wines 
containing 16 to 18% ABV obtained by mixing apple spirit with apple must. Pommeaux are 
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traditional French mistelles that are aged in wooden barrels for at least fourteen months before 
bottling. French apple-based beverages are usually made from cider apple varieties that have a 
higher polyphenol content compared to dessert apples22. In this sense, Pommeaux can be 
considered as the “apple” counterpart of well-known fortified grape wines such as Muscat or 
Port wines. These beverages sometimes develop hazes and precipitates that render them 
undesirable for consumption. This phenomenon, which can be damaging for the commercial 
value of these high-quality beverages, may appear in the bottles during storage in shops or at 
home. Consequently, studies are necessary to understand the mechanisms that govern the 
colloidal instability of these products during storage.  
Phenolic compounds are well known for their nutritional and sensorial properties in 
foodstuffs and beverages. In fruit-derived beverages, they contribute widely to astringency, 
bitterness, and color. They also have the ability to self-associate153 or to form colloidal 
complexes with other biomacromolecules168, 203. Furthermore, their high sensitivity to oxidation 
results in the chemical and physical evolution of these compounds that sometimes deeply 
modifies the properties of polyphenol-rich food products. 
Polyphenol concentrations can reach 4 g/L in cider apple juices22 and 2.5 g/L in French 
ciders29. These beverages contain mainly procyanidins, up to 2.3 g/L22. The average number of 
catechin constitutive units, also called mean degree of polymerization (mDP), can reach values 
close to 25 in centrifuged apple juices protected against oxidation and close to 14 in some 
ciders29. This shows that procyanidins can be soluble in apple juices even in highly polymerized 
forms22. 
Hydroxycinnamic acids are the second major family found in apple-based beverages22, 
29 and they are mainly represented by 5-O-caffeoylquinic acid with concentrations of up to 1.2 
g/L22. This compound is the main substrate of apple polyphenol oxidase (PPO)128. When apples 
are crushed and pressed, cell integrity is broken and PPO-catalyzed oxidation of polyphenols 
becomes possible. This reaction produces highly reactive o-quinones within a few minutes. Not 
all polyphenols are substrates of PPO but coupled oxidation-reduction reactions occur and 
generate secondary o-quinones131. In the absence of PPO activity, for example after clarification 
of the apple must, during storage in bottles, other non-enzymatic reactions may occur in the 
presence of oxygen120 and generate o-quinones or semi-quinones. These compounds can react 
with other polyphenols (intermolecular addition) or within the same molecule (intramolecular 
addition). Thus, many different polyphenol oxidation products can coexist in apple-based 
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beverages. In addition, oxidized procyanidins have been found to be more hydrophobic than 
the native compounds153, which is likely to promote interactions with native polyphenols 
leading to the formation of aggregates. Indeed, polyphenols are able to self-associate through 
hydrophobic interactions (π-stacking) involving their aromatic rings276. However, using SAXS, 
Zanchi et al. did not observe any aggregation of native procyanidins with various degrees of 
polymerization153. Nevertheless, these authors observed that oxidation transformed water-
soluble tannins into water-insoluble species that remained soluble in ethanol153. Oxidation has 
also been pointed out as necessary for the apparition of haze in apple juice173 and polyphenols 
may be the driving compounds. 
In a previous study, the composition of the haze in various French apple-based 
beverages was studied in order to understand which families of compounds were involved in 
its formation390. We found that procyanidins were the main polyphenols quantified in 
pommeaux hazes and that a large part of the oxidized compounds likely contributed to the 
chemical composition of those hazes.  
In the present work, we deciphered the chemical and physical mechanisms responsible 
for haze formation in pommeau, a system rich in polyphenols and ethanol, which in this respect 
is similar to Port wines.  
We studied haze formation following a decrease in the temperature and the reversibility 
of this haze upon re-heating. Then, knowing that pommeau is a highly oxidized beverage, we 
studied the formation of haze in model solutions containing procyanidins subjected to 
controlled oxidation. The reversibility of the haze following cooling-heating cycles was 
evaluated and compared to samples of real pommeau. Chemical markers of procyanidin 
oxidation in the model system were also investigated using LC-MS analysis following 
acidolysis in the presence of an excess of phloroglucinol (i.e. phloroglucinolysis). 
2.2 Material and methods 
2.2.1 Chemicals 
Sodium hydroxide and glucose were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). 
Periodic acid and fructose were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO, USA). HPLC 
grade acetone, HPLC grade methanol, HPLC grade acetonitrile, ethyl acetate, butanol, hexane, 
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and 96% ethanol were provided by Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). Malic acid and 
formic acid were purchased from VWR BDH Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France). 
2.2.2 Pommeau 
Organic pommeau “AOP pommeau de Normandie” was obtained directly from the 
producer (Lemasson, Cametours, France).  
2.2.3 Light scattering equipment 
Light scattering experiments were conducted on a Vasco III analyzer (Cordouan 
Technologies, Pessac, France) equipped with a 658 nm / 65 mW laser and an avalanche 
photodiode detector. This equipment can regulate the temperature between 15 °C and 70 °C. 
The scattering intensity was measured using back-scattering at 135°. The laser power was 
adjusted to keep the monitored intensity below 5000 kcounts/s, well below detector saturation. 
Under these conditions, a 10 NTU nephelometry standard solution produced a scattering 
intensity of 2000 kcounts/s with 50% laser power and 5200 kcounts/s with 90% laser power 
(Supplementary data Table S3). 
2.2.4 Purification of apple polyphenols 
2.2.4.1 Polyphenol extraction 
Phenolic compounds were extracted from a non-oxidized apple juice produced from 
French ‘Marie Ménard’ cider apples, which are known to have a high polyphenol content 391. 
Each step of the juice production process was performed under anaerobic conditions obtained 
by addition of carbon dioxide during crushing and pressing using a hydraulic press 
(Hydropresse IT80, Fourage CTI, La Haye Fouassière, France) modified by Demoisy (Baune, 
France). The crude juice was clarified by addition of pectinase (Endozym Pectofruit, Spindal, 
Gretz-Armainvilliers, France) followed by 0.14 μm tangential filtration (Inside Céram 
membrane, 39 channels, hydraulic diameter of 2.5 mm, Siva Diam, Nyons, France). Then, the 
juice was loaded on an AMBERLITE FPX66 resin with a 30 L/h flow rate. The resin was rinsed 
with acidified water (1‰ v/v acetic acid, 30 L/h). The polyphenolic fraction was subsequently 
eluted using 96% ethanol (20 L/h). The ethanol was removed using rotary evaporation and the 
concentrated polyphenol fraction was freeze-dried. 
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2.2.4.2 Pre-fractionation 
A mixture of ethyl acetate and water (50:50, v/v) acidified with 1% formic acid was 
prepared in a separating funnel and shaken vigorously by hand. After decantation, one liter of 
each phase (upper and lower) was transferred into a flask containing 10 g of the polyphenol 
extract. The mixture was then shaken vigorously for 1 min and the lower phase was collected. 
HPLC-DAD-MS analysis revealed that procyanidin dimer B1 (86%), dimer B2 (62%), trimer 
C1 (72%), and tetramer (86%) were mainly located in the lower phase. Finally, the solvent in 
the lower phase was removed by rotary evaporation under vacuum and the final extract was 
freeze-dried. A total of 7 g of powder was recovered and used for fractionation. 
2.2.4.3 Fractionation using Centrifugal Partition Chromatography (CPC) 
The Centrifugal partition chromatography (CPC) was carried out using an FCPC200® 
apparatus provided by Kromaton Technologies (Rousselet-Robatel, Annonay, France). The 
CPC System was coupled to a PLC 2020 preparative system from Gilson (Middleton, WI, USA) 
comprising a binary high-pressure gradient pump, a Rheodyne injection valve equipped with a 
10 mL sample loop, a dual wavelength detector, and a fraction collector.  
Prior to CPC fractionation, the partition coefficients (KD) of the target polyphenols were 
determined for several two-phase solvent systems adapted from the OKA classification 392. The 
most suitable solvent system, selected according to the KD of the target compounds, was 
composed of ethyl acetate, butanol, and water (4.85:0.15:5, v/v/v).  
CPC was carried out in ascending mode using Elution-Extrusion Counter-Current 
Chromatography mode (EECCC). The two-phase solvent system previously selected was 
mixed vigorously in a large separating funnel. Once equilibrium was reached, the upper and 
lower phases were recovered separately. Then, the CPC column was filled with the lower phase, 
defined as the stationary phase. First, the flow rate was increased to 10 mL/min for 200 mL, 
without rotation. Then, rotation was established at 200 rpm for 200 mL. Later, the rotation was 
gradually increased to 1200 rpm for 200 mL. After that, the mobile phase (corresponding to the 
upper phase) was pumped into the CPC column at the working flow rate used for the separation 
(5 mL/min). When hydrodynamic equilibrium was reached, the sample was introduced into the 
CPC column via the 10 mL injection valve. The dry powder obtained from pre-fractionation 
(2.35 g) was dissolved in 10 mL of the lower and upper phases (8:2, v/v). Stationary phase 
retention was 69%. After 75 min of separation at 1200 rpm, the lower phase was pumped for 
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55 minutes to extrude the remaining compounds (EECCC). The effluent from the column outlet 
was monitored using UV detection at 280 nm and 320 nm. Fractions were collected every three 
minutes during the run.  
The sample fractions were characterized using HPLC-DAD-MS (see part 2.2.7.3) and 
pooled in three batches according to their specific procyanidin composition: i) procyanidin 
tetramer (DP4), ii) procyanidin dimer B2 with 5-O-caffeoylquinic (B2CQ), and iii) a mixture 
of procyanidin dimer B1 and trimer C1 (B1C1). These batches represented 604 mg, 2.14 g, and 
404 mg, respectively. 
A second CPC run was necessary to separate procyanidin B2 and 5-O-caffeoylquinic 
acid (5-CQA) in batch B2CQ. The two-phase solvent system used was a mixture of hexane, 
ethyl acetate, ethanol, and water 0.5:5:0.5:5 (v/v/v/v). The procedure was the same as described 
previously, except that the extrusion began at 130 min and lasted 40 min. This second CPC 
allowed 519 mg of procyanidin B2 extract (B2) to be obtained, without 5-CQA, but 
contaminated with small amounts of other phenolic compounds ((-)-epicatechin and phloretin 
2-O-xyloglucoside). 
2.2.4.4 Ultimate separations using Semi-Preparative Reverse-Phase Liquid 
Chromatography 
The separation was conducted using the same preparative chromatography system 
(PLC2020) equipped with a Zorbax Eclipse XDB-C18 PrepHT column (7 µm, 21.2 mm i.d. * 
150 mm, Agilent Technology, Santa Clara, CA, USA). Chromatography was performed in a 
thermoregulated laboratory (21 °C) and the flow rate was set at 20 mL/min. The mobile phase 
was composed of 0.1% (v/v) formic acid (A) and acetonitrile acidified with 0.1% (v/v) formic 
acid (B). The elution gradient depended on the extract and the target compound (Supplementary 
data S1). The chromatogram was monitored at 280 nm and 320 nm. The elution volumes 
corresponding to the peaks of interest were collected manually.  
For each fraction collected, the solvent was removed by rotary evaporation and the 
aqueous solution was freeze-dried. Powder purity was checked using analytical HPLC-DAD-
MS (supplementary data S2). 
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2.2.5 Oxidation of polyphenols in a model solution 
In order to mimic PPO enzymatic oxidation without protein addition, procyanidins were 
oxidized by periodate fixed on a resin. 
2.2.5.1 Preparation of polymer-supported periodate 
Twenty grams of the chloride form of the Dowex Marathon MSA strong base anion 
exchange resin (640 ± 50 µm, The Dow Chemical Company, Midland, MI, USA) was first 
hydroxylated by incubating two consecutive times for 1.5 hours at room temperature in 50 mL 
of 1 M sodium hydroxide. The hydroxylated resin was then rinsed and dried prior to periodate 
fixation. The resin was incubated two consecutive times for 2 hours at room temperature with 
80 mL and 50 mL of 1 M periodic acid. Finally, the resin was rinsed and dried before use. 
The quantity of periodate actually fixed on the resin (0.693 mmol/g) was determined 
using an iodometric colorimetric assay.  
2.2.5.2 Polyphenol oxidation procedure  
The polyphenol oxidation procedure is shown in Fig. 1, step 1. Pure native procyanidins 
were dissolved at a concentration of 1.5 g/L in malate buffer (20 mM, pH 3.75) containing 15% 
ethanol, fructose (70 g/L), and glucose (30 g/L). This solution was incubated for 40 min at 30 
°C with an accurately weighed quantity of periodate resin (close to 2 mg). The volume of the 
solution was adjusted to obtain an accurate [epicatechin] : [periodate] ([EC] : [IO4-]) ratio of 2 
or 8, depending on the experiment. The ratio was always expressed as the number of epicatechin 
units to periodate molecules, whatever the degree of polymerization of the procyanidins, in 
order to have the same number of catechol rings involved in the oxidation processes for all the 
molecules studied. Incubation was performed in triplicate. At the end of the oxidation time (40 
min), the oxidized samples were immediately filtered through 0.45 µm PTFE filters to remove 
the oxidizing agent (periodate resin). 
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Figure 89 : Experimental procedure to study the aggregation of oxidized oligomeric procyanidins in 
a model pommeau. ABS: benzosulfinic acid, SO2: sodium dioxide. 
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2.2.6 Light Scattering experiments (LS) 
2.2.6.1 Aggregation kinetics of oxidized polyphenols in a model solution 
After oxidation and filtration, 150 µL of sample was deposited in the light scattering 
measurement cell set at 25 °C (Figure 89, step 2). The scattering intensity was then monitored 
with the laser power set at 35%. Various polyphenols were compared: procyanidin dimer B2 
(DP2), trimer C1 (DP3), and tetramer (DP4). 
2.2.6.2 Reversibility of haze in pommeau 
Monitoring haze aggregation upon cooling 
Hazy pommeau initially stored at 4 °C was homogenized and heated on a heating plate 
to a temperature of 65 °C. Then, 150 µL of heated pommeau was deposited in the light 
scattering measurement cell set at a lower temperature (55 °C to 15 °C). The scattering intensity 
was then monitored until stabilization. The maximum slope and the maximum scattering 
intensity were determined using the features of a spreadsheet. 
Monitoring haze disaggregation upon heating 
The remaining volume of the heated pommeau was stored at 4 °C for 24 h. Then, 150 
µL of the cooled pommeau was deposited in the light scattering measurement cell set at a higher 
temperature (15 °C to 65 °C) and the scattering intensity was monitored until stabilization. 
2.2.6.3 Comparison of pommeau and an oxidized model solution in 
relation to haze reversibility 
In order to assess the pertinence of oxidized procyanidins as a model for haze formation 
in pommeau, reversibility experiments were performed using light scattering on both oxidized 
procyanidin solutions and hazy pommeau. 
A pure procyanidin tetramer (DP4) was oxidized as described previously (see part 
2.2.5.2) with an [EC] : [IO4-] ratio of 8. Then, the apparition of haze in the oxidized sample 
(150 µL) was monitored using light scattering at 25 °C. The remaining sample volume was left 
at 25 °C for 24 h before assessing reversibility.  
After 24 h, the remaining sample, as well as the selected hazy pommeau, were put in a 
laboratory oven at 55 °C for 2 h and were filtered at the end of this period using 0.45 µM PTFE 
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syringe filters. This filtration removed the heat insoluble part of the haze. The filtered samples 
(150 µL) were deposited in the light scattering analyzer set at 55 °C. The scattering intensity 
was recorded for 10 min. Then, a descending temperature ramp was set up from 55 °C to 15 °C 
with a 3 min plateau every 10 °C. When the temperature reached 15 °C, the scattering intensity 
was monitored as long as it increased. Finally, the sample was heated again with the inverse 
ascending temperature ramp (15 °C to 55 °C) and the scattering intensity was recorded at 55 
°C. Several descending-ascending temperature ramps were performed. 
2.2.7 Semi-quantitative analysis of procyanidins and their oxidation 
products during aggregation 
2.2.7.1  Sample preparation 
In order to understand which procyanidin tetramer (DP4) oxidation products were 
involved in haze formation, the evolution of their markers obtained after depolymerization was 
studied using light scattering with an [EC] : [IO4-] ratio of 8. The aggregation kinetics were 
monitored in parallel. The procedure used for all the LC-MS experiments is shown in Fig. 1, 
step 3. At different times following incubation and filtration (see part 2.3.3), 200 µL of sample 
was directly deposited in tubes containing 5 µmol of benzosulfinic acid (ABS). Indeed, this 
reagent forms adducts with o-quinones and prevents the formation of other procyanidin 
oxidation products. At the same moment, another aliquot was filtered through a 0.45 µm PTFE 
syringe filter prior to deposition in ABS. One hour later, both samples (filtered and non-filtered) 
were deposited in tubes containing 5 µmol of sodium disulfite (SO2), which is a strong reducing 
agent that was added to stop any remaining oxidation reactions. Then, 60 µL of each sample 
was freeze-dried in triplicate prior to phloroglucinolysis. 
2.2.7.2  Phloroglucinolysis 
Phloroglucinolysis provides the subunit composition of procyanidins by disrupting the 
interflavan linkages. Extension units give rise to flavanyl carbocations that form adducts with 
phloroglucinol, whereas terminal units are released as catechin molecules. However, oxidative 
covalent bonds are not disrupted during acid catalysis150 and the depolymerization of oxidized 
procyanidins gives rise to different markers depending on the nature of the oxidative bonds 
(Fig. 4a). The molecular weight of each hypothetical marker was calculated and the 
corresponding m/z of each deprotonated molecule [M-H]- was screened in negative ionization 
mode using mass spectrometry. 
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Phloroglucinolysis was carried out as follows according to the method described by 
Kennedy and Jones373 with some modifications. HCl 0.3N in methanol (40 µL) and anhydrous 
methanol (80 µL) containing phloroglucinol (75 mg/L) and ascorbic acid (15 mg/L) were added 
to the samples. Then, the media were incubated at 50 °C for 30 min. Finally, the reaction was 
stopped by placing the tubes in an ice bath for 5 min and adding 120 µL of 0.2 M aqueous 
sodium acetate.  
At the end of the reaction and before injection, the samples were filtered through 0.45 
µm PTFE filters. 
2.2.7.3  Polyphenol analysis using reverse phase High Performance Liquid 
Chromatography coupled with Diode Array Detection and Mass 
Spectrometry (HPLC-DAD-MS) 
Polyphenols were analyzed using an HPLC system comprising an SCM1000 degasser 
(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), a 1100 series binary high-pressure pump (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA), and a surveyor autosampler thermostated at 4 °C 
(Thermo Finnigan). Two detectors were connected to the HPLC system: a UV–Visible diode 
array detector (UV6000 LP, Thermo Finnigan) and an ion trap mass spectrometer equipped 
with an electrospray ionization source (LCQ Deca, Thermo Finnigan).  
The chromatography column used was a reversed-phase Hibar HR Purospher STAR 
RP-18 end-capped column (150 mm * 2.1 mm, 3 μm, Merck). The injection volume was 2 µL. 
The solvents used were 0.1% (v/v) formic acid (A) and acetonitrile acidified with 0.1% (v/v) 
formic acid (B). The elution gradient was as follows: initial 3% B; 0-3 min, linear gradient to 
7% B; 3-21 min, linear gradient to 13% B; 21-27 min, 13% B isocratic; 27-41 min, linear 
gradient to 20% B; 41-51 min, linear to 45% B followed by washing and reconditioning of the 
column. The flow rate was 0.2 mL/min and the separation was carried out at 30 °C.  
Relative quantification of the native procyanidins and their oxidation markers was 
performed by extracting the selected molecular ions from the full MS data in order to obtain 
the corresponding extracted-ion chromatograms. Then, the main peaks on those chromatograms 
were integrated.  
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2.3 Results and discussion 
2.3.1 Study of the real pommeau 
In the first step of our investigation, we studied the colloidal behavior of a French 
organic pommeau that had been specifically selected because it revealed significant, visible 
haze at ambient temperature. 
2.3.1.1 Preliminary visual observation 
Preliminary visual observations revealed that when the hazy pommeau was slowly 
heated, the haze progressively disappeared. At 65 °C, the pommeau was visually completely 
clear and limpid, but the haze appeared again when the beverage was cooled.  
2.3.1.2 Monitoring haze formation upon cooling 
Light scattering was first used to observe aggregation phenomena in a pommeau initially 
limpid at 65 °C that was subjected to a decrease in temperature from 65 °C to various lower 
cell temperatures (15 – 40 °C) (Figure 90).  
Figure 90a and Figure 90b show that the lower the cell temperature, the faster the 
aggregation and the higher the maximum scattering intensity. Indeed, aggregation was fastest 
at a cell temperature of 15 °C (max slope of 938 kcounts/s/min) and the scattering intensity 
reached a plateau in less than 15 minutes. Conversely, the scattering intensity remained stable 
for 30 min at a cell temperature of 40 °C (data not shown). 
A theoretical remark is in order here regarding scattering intensity saturation. As the 
aggregate size increases from several nanometers (molecular size) to about 300 nm, both the 
scattering intensity (I) and the apparent hydrodynamic diameter (DH) increase. Above this size, 
the scattering regime is no longer in simple Rayleigh-Debye regime in which the scattering 
intensity I is proportional to the concentration and molecular weight of the scattering particles. 
If no new small aggregates are formed, I saturates to a plateau while DH continues to increase. 
The plateau value is then proportional to the quantity of aggregated material393. 
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Figure 90 : a) and b) present the results of the aggregation of a pommeau heated at 65 °C and deposited on the light scattering analyzer set at 15 °C, 25 °C or 30 °C, a) Evolution of the 
scattering intensity during aggregation, b) Maximum slope of the scattering intensity curve and maximum intensity reached at the plateau, measurements were performed in triplicate. c) 
and d) show the results of the solubilization of the haze in a pommeau heated at 65 °C, left at 4 °C for one night and deposited on the light scattering analyzer set at 15 °C to 65 °C, c) Evolution 
of the scattering intensity, d) Absolute value of the maximum slope of the scattering intensity curve and minimum intensity reached at stabilization. On b) and d), bars represent the student 
confidence intervals (p = 0.1) of the corresponding values. * Missing data: no confidence interval could be calculated.
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2.3.1.3 Monitoring haze disappearance upon heating 
Subsequently, light scattering was used to observe disaggregation phenomena in a 
pommeau that was hazy at low temperature. The temperature of this cold, hazy pommeau was 
increased from 4 °C to various higher cell temperatures (15 – 65 °C). Figure 90c and Figure 
90d show that the higher the cell temperature the faster the disaggregation and the lower the 
minimum scattering intensity. At 15 °C, the scattering intensity reached a baseline within 30 
min (minimum scattering intensity of 2800 kcounts/s), but interestingly, it only took 15 seconds 
at 65 °C (minimum scattering intensity of 1700 kcounts/s). From 15 °C to 25 °C, the final 
scattering intensity was significantly lower with increasing temperature (Figure 90d). Above 
25 °C, the decrease in scattering intensity was less intense.  
These results reveal the temperature-dependence of pommeau haze reversibility, which 
highlights the non-covalent nature of the interactions involved in the aggregates. 
2.3.2 Kinetics of haze formation in a model solution containing oxidized 
procyanidins. 
Pommeau is an alcoholic beverage made from apple must (non-clarified apple juice) 
and apple spirit. This mixture is aged for at least fourteen months in wooden barrels before 
bottling, with no protection against oxygen. Thus, during this period, extensive oxidation can 
occur, which explains the dark brown color of the final beverage. Furthermore, during the aging 
period, the most reactive polyphenols (native and oxidized) probably interact with other 
macromolecules such as proteins and form aggregates that are removed by clarification before 
bottling. Further self-oxidation of the remaining polyphenols likely occurs in the bottled 
product and haze often appears within a few weeks or a few months. In order to investigate if 
the reversible haze observed in pommeau can be reproduced in a model solution, we undertook 
a series of experiments with pure procyanidins subjected to controlled oxidation. 
2.3.2.1 Confirmation of self-aggregation of oxidized procyanidins in a 
model solution 
After oxidation of a solution containing a pure oligomeric procyanidin (DP4), the light 
scattering intensity was monitored at 25 °C. A first interesting result is that the oxidation of 
procyanidin tetramer (DP4) in model pommeau led to an increase of the scattering intensity 
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until 4000 kcounts/s within 100 min, which is in accordance to the formation of aggregates 
(Figure 91a). The scattering intensity remained stable for the non-oxidized procyanidin tetramer 
(DP4 NOx) in a range time of 300 min.  
This result is in agreement with Zanchi et al. who evidenced enhanced tannin self-
association after oxidation153. These authors showed that tannin oxidation at concentrations in 
the order of 5 g/L led to the formation of intramolecular covalent bonds responsible for 
conformational rearrangements within the molecule, increasing its hydrophobicity. This can 
explain the increase in hydrophobic interactions between oxidized tannins leading to the 
formation of aggregates.  
 
Figure 91 : Impact of oxidation on the aggregation kinetics of a procyanidin tetramer in a model 
solution. a) Comparison between oxidized (DP4 Ox) and non-oxidized procyanidin (DP4 NOx); b) 
Impact of the oxidation level expressed as epicatechin to periodate ratio ([EC]/[IO4-]). 
2.3.2.2 Impact of oxidation level 
The impact of the oxidation level on the aggregation phenomena was assessed in a 
model solution by oxidizing a procyanidin tetramer (DP4) with different quantities of periodate.  
Figure 91b shows the kinetics for two different oxidation levels. At a high oxidation 
level, which means at a low epicatechin subunit to periodate molar ratio ([EC] : [IO4
-] = 2), the 
scattering intensity increased immediately after the light scattering measurements began. The 
kinetics were characterized by a linear increase, followed by a slowing phase before reaching a 
plateau.  
On the contrary, at a low oxidation level, when the quantity of periodate was reduced 
([EC] : [IO4
-] = 8), oxidation was slowed down and a latency phase was observed before an 
increase in the scattering intensity due to aggregation phenomenon. This can be explained by 
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the time needed to reach sufficient concentrations of procyanidin oxidation products to promote 
their aggregation. Then, the scattering intensity rose until it reached a plateau after 
approximately 200 min.  
The scattering intensity at this plateau was lower when the oxidation level decreased. 
As explained in part 2.3.1.2, the plateau does not reflect the end of aggregation but the saturation 
of the scattering intensity when the sizes of the aggregates reach over 300 nm. The scattering 
intensity at the plateau is then proportional to the quantity of aggregated material. This reveals 
that fewer aggregates were formed with an [EC] : [IO4
-] ratio of 8 than with an ([EC] : [IO4
-] 
ratio of 2, even though aggregates were probably still growing. 
2.3.3 LC-MS analysis of procyanidin tetramer (DP4) oxidation products 
during aggregation 
Experiments were carried out on a pure DP4 procyanidin molecule to gain a better 
insight into the main oxidation products involved in the formation of aggregates. A high ratio 
([EC] : [IO4
-] = 8) was selected in order to generate slow oxidation. The use of a unique DP4 
molecule reduced the number of oxidation products formed, thus simplifying their analysis.  
As mass spectrometry could not give us access to all the oxidation products, 
phloroglucinolysis was used to depolymerize these compounds by disrupting the native 
interflavan linkages before LC-MS analyses. However, as neoformed oxidative bonds are not 
affected during acid catalysis150, different markers typical of intra or intermolecular bonds are 
released (Figure 92a). LC-MS analyses allowed us to monitor the evolution of these markers 
throughout aggregation. Indeed, hypothetical structures were formulated for each marker and 
the m/z of each deprotonated molecule [M-H]- was determined. Several m/z were screened 
using mass spectrometry, in negative ionization mode, at different times throughout 
aggregation. The evolution of the peak areas corresponding to these markers is shown in Figure 
92b.  
Interestingly, markers revealing the presence in a molecule of only one intermolecular 
bond without any additional intramolecular bonds (m/z = 577, m/z = 701 or m/z = 825) were 
not detected. However, oxidation products resulting from intermolecular coupling were 
detected by the presence of markers such as m/z = 863, m/z = 987, and m/z = 1149, which 
additionally contained one (m/z = 863 and 987) or two (m/z = 1149) intramolecular bonds in 
their structures.  
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Figure 92 : a) Oxidation of procyanidin tetramer (DP4) and some markers obtained after 
phloroglucinolysis. Adapted from Mouls et al., 2012. b) Relative quantitation (peak area) of markers 
obtained after depolymerization of DP4 oxidation products, and comparison of filtered and non-
filtered samples. The hypothetical structures of each marker is given next to the corresponding 
graph. 
Figure 92b shows that most of the markers increased in the first hours of aggregation, 
suggesting that oxidation reactions were still taking place. However, markers containing two 
intramolecular oxidative bonds (m/z = 861, m/z = 985 or m/z = 1149) continued to increase 
after 380 minutes, whereas the other markers detected decreased or stabilized. This can be 
explained by the reoxidation of the less oxidized compounds to form the others. 
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In order to determine which compounds were more specifically present in the 
aggregates, we decided to compare the composition of filtered (F) and non-filtered (NF) 
samples (Figure 92b). Indeed, this filtration step removed all aggregates over 450 nm.  
We observed that several markers decreased when filtration was performed at different 
times during aggregation: m/z 575_1, m/z 699, and m/z 861_1 & 861_2. These results revealed 
that the compounds from which these markers were obtained were involved in aggregation. 
This interesting finding shows that not all the procyanidin oxidation products have the same 
propensity to aggregate and to form haze.  
Additionally, it is interesting to note that two markers with the same m/z do not always 
behave in the same way. For example, of the two m/z = 575, one was involved in the aggregates 
(575_1) whereas the other was not, since it did not decrease with filtration (575_2). This can 
probably be explained by the sites on the procyanidin molecule where the intramolecular bond 
was formed. 
Furthermore, no evolution of m/z = 985 was observed with filtration. Yet, the only 
difference between this marker and m/z = 861 is that the two intramolecular bonds of m/z = 
985 only involve extension units, whereas the intramolecular bonds of m/z = 861 involve two 
extension units and one terminal unit.  
More precisely, under the conditions tested, the markers involved in the aggregates only 
contained intramolecular bonds, with no intermolecular bonds. This can be explained by an 
increase in the ability of the procyanidins to self-aggregate due to the rearrangement of the 
molecule caused by intramolecular bonding. Indeed, several authors have evidenced a 
conformational rearrangement of phenolic compounds consecutive to oxidation-induced 
intramolecular bonding151, 153. This rearrangement leads to an increase in the rigidity and the 
hydrophobicity of the molecule153, which would most probably favor non-covalent interactions 
between the oxidized compounds and, consequently, their aggregation.  
2.3.4 Impact of the degree of polymerization of native procyanidins 
The aggregation kinetics of oxidized procyanidins with different degrees of 
polymerization (DP) are shown in Figure 93. As the aggregation of procyanidin dimer (DP2) 
with an [EC] : [IO4
-] ratio of 8 was too slow to enable a comparison with procyanidin tetramer 
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(DP4), for this experiment, we decided to oxidize the procyanidin oligomers (purified DP2, 
DP3, DP4) with an [EC] : [IO4
-] ratio of 2.  
 
Figure 93 : Impact of the degree of polymerization of procyanidins on their aggregation kinetics, a) 
Evolution of the scattering intensity, b) Maximum slope of the aggregation kinetics depending on 
the degree of polymerization of procyanidins. Bars represent the student confidence intervals (p = 
0.05) of the corresponding values. 
Unfortunately, the level of aggregation of the procyanidin dimer and trimer (DP2 and 
DP3, respectively) was too high to reach the maximum scattering intensity within the linearity 
range (800 – 5000 kcounts/s). Comparing DP2 and DP3, the higher degree of polymerization 
significantly increased the maximum slope of the aggregation kinetics (Figure 93). Surprisingly, 
the slope was lower for DP4 and the maximum scattering intensity was quite low. However, at 
the end of the incubation period with the resin, the oxidized DP4 sample was visually turbid, 
contrary to the other two samples, suggesting that aggregation occurred much faster than with 
the other two procyanidins of lower molecular weight. The filtration step performed just after 
incubation to eliminate the periodate resin (Figure 89, step 1) also removed the largest 
aggregates (sizes over 450 nm). Thus, the most reactive oxidation products were probably 
eliminated, resulting in a lower aggregation potential of the filtered solution.  
These results show that an increase in the degree of polymerization enhanced self-
association of oligomeric apple procyanidins after oxidation. To our knowledge, this is the first 
time, the impact of the degree of polymerization (DP) of oxidized oligomer procyanidins on 
their self-association has been evidenced.  
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Interestingly, this result shows that oxidized procyanidins behave oppositely to native 
ones: while the increase in DP increases the solubility of native procyanidins in water-rich 
solvent153, under the conditions tested, the increase in DP enhanced the aggregation of oxidized 
procyanidins (and consequently decreased their solubility).  
2.3.5 Comparison of the reversibility of haze in pommeau and in a model 
solution 
Knowing that pommeau haze was reversible at high temperature, we wanted to check 
the reversibility of haze resulting from oxidized oligomeric procyanidins in the absence of other 
macromolecules such as proteins or polysaccharides.  
In order to mimic PPO enzymatic oxidation, periodate immobilized on a resin was used 
for the chemical oxidation of a solution of pure procyanidins. Then, the periodate resin was 
removed by filtration. However, a small proportion of free periodate passed through the filter, 
allowing oxidation to continue very slowly. The filtrate was left at 25 °C for 24 h. This 
procedure was considered a convenient mimetic system reproducing the various stages in apple 
juice processing: (i) enzymatic PPO oxidation, (ii) removal of insoluble PPO, (iii) aging of 
pommeau in barrels, and finally (iv) very slow oxidation of pommeau in bottles where the haze 
appears during storage.  
To compare the reversibility, the pommeau (Figure 94b) and the hazy model solution 
containing oxidized procyanidins (Figure 94a) were both subjected to the same treatment. The 
samples were heated at 55 °C for 2 h, filtered and deposited in the light scattering equipment 
set at 55 °C before the cooling-heating cycles (55-15-55 °C). However, before filtration, the 
pommeau heated at 55 °C was totally clear to the naked eye, whereas the oxidized polyphenol 
solution remained turbid. In both cases, filtration at 55 °C removed most of the heat insoluble 
material (sizes over 450 nm) and we can hypothesize that the largest part of this insoluble 
material had already been precipitated, and thus removed, during aging of the pommeau in 
barrels. Then, the scattering intensity during the cooling-heating cycles was monitored using 
our light scattering analyzer and the results are shown in Figure 94.  
The scattering intensity profiles of the pommeau (Figure 94b) and the model solution 
containing the oxidized DP4 procyanidin (Figure 94a) were very similar. First, at the lowest 
temperature (15 °C), the scattering intensity increased in both samples, which revealed 
aggregation phenomena. The scattering intensity then decreased when the sample was heated 
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from 15 °C to 55 °C. This revealed that the haze formed during the cooling periods was 
reversible, and this reversibility was observed during several cooling-heating cycles. Since 
pommeau and the model system behaved similarly, we can assume that the oxidation of 
procyanidins is the main mechanism of haze formation in pommeau. 
 
Figure 94 : Reversibility of haze during cooling-heating cycles (55-15-55 °C) after 2 h at 55 °C followed 
by filtration. a) DP4 oxidized 40 min, [EC] : [IO4-] = 8, b) pommeau. The continuous line represents 
the evolution of the temperature during the cycles. 
Some differences were however observed between the two systems. Interestingly, when 
the model solution containing the oxidized procyanidins was heated after each cooling phase, 
the scattering intensity never reached the baseline (arrows in Figure 94a). This was not the case 
with the real pommeau. 
In order to understand the reason for this phenomenon, another identical sample of the 
DP4 procyanidin was subjected to exactly the same treatment except that it was maintained at 
55 °C whilst monitoring the scattering intensity instead of being subjected to cooling-heating 
cycles. The result obtained with this “blank” sample is shown in Figure 94a (thick grey line). 
Without the temperature cycles, the scattering intensity increased throughout the period at 55 
°C. This is probably due to remaining oxidation processes that lead to the formation of new 
irreversible aggregates which accumulate progressively during the experiment. However, the 
scattering intensity at 55 °C remained below the values obtained with the sample subjected to 
the heating-cooling cycles. This result is of paramount interest, as it reveals that more 
irreversible aggregates were formed when aggregates were already present, at lower 
temperatures. We hypothesize that when the oxidized procyanidins were confined inside 
aggregates, covalent intermolecular bonds resulting from oxidation processes were more easily 
created resulting in reticulation and the formation of irreversible aggregates. This phenomenon 
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was probably also responsible for the increase in the maximum intensity reached during each 
cooling period.  
The difference with pommeau can be explained by the fact that pommeau is an old 
product that has already undergone a high level of oxidation. Thus, every irreversible aggregate 
resulting from the oxidation had already been formed and removed by the filtration performed 
before bottling. This explains why the scattering intensity always reached the baseline during 
the heating periods.  
Then, during the cooling phases in pommeau, the scattering intensity increased in steps 
followed by slight decreases (Figure 94). This can probably be explained by the presence of 
several populations in pommeau with different aggregation behavior. The steps are hardly 
visible in the model solution, probably because of the increase in oxidation at high temperature 
that accelerates aggregation. In pommeau, the development of shape features that are less 
visible with the light scattering analyzer could explain the decrease in the scattering intensity 
that occurs after the first steps. Precipitation of some aggregates in the first population could 
also be plausible but surprising since it implies that the different populations precipitate 
separately and do not interact with each other. This phenomenon was not observed in the model 
solution. 
2.4 Conclusion 
Oligomeric procyanidins alone have the ability to self-aggregate after oxidation in a 
model pommeau leading to the formation of visible haze. The level of oxidation, as well as the 
degree of polymerization, determines the aggregation kinetics. The evolution of procyanidin 
oxidation products was monitored during aggregation: markers of intra and intermolecular 
coupling were found and several of them were involved in the aggregates. The findings obtained 
with the model system confirmed the dominant role of oxidized polyphenols in haze formation 
in pommeau and probably in other similar drinks. 
The haze formed from oxidized DP4 procyanidins in a model solution was partially 
reversible at high temperature. Under the conditions tested, the presence of reversible 
aggregates enhanced the formation of irreversible haze. This reversibility was comparable to 
that obtained with pommeau, an apple-based beverage, and the differences observed were 
attributed to the fact that pommeau is an old product that has already undergone many chemical 
processes and that was almost stable when studied. Thus, this study provides an explanation 
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regarding the formation of haze in pommeau and probably in other polyphenol-rich beverages. 
To our knowledge, this is the first time that the oxidation of procyanidins has been studied with 
regards its involvement in haze formation in beverages. This paves the way to further research 
on the precise mechanisms involved in the aggregation of oxidized polyphenols and provides 
the foundations for discovering new technological solutions for greater control of haze 
formation in pommeau and other similar beverages. 
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Résumé de cette étude 
L’objectif de cette étude était de déterminer le rôle de l’oxydation des composés phénoliques, 
et en particulier des tanins, dans la formation de trouble dans des boissons telles que le pommeau. 
L’oxydation chimique de procyanidines oligomères pures en solution modèle pommeau a été utilisée 
pour mimer les processus d’oxydation susceptibles d’intervenir dans cette boisson. Un suivi par diffusion 
de lumière a mis en évidence des phénomènes d’agrégation impliquant les procyanidines, uniquement 
lorsque celles-ci ont été préalablement oxydées. De plus, dans les conditions testées, l’augmentation 
du niveau d’oxydation, ainsi que du degré de polymérisation des composés natifs, induit une 
accélération de la cinétique d’agrégation.  
Le trouble provoqué par l’oxydation des procyanidines présente une réversibilité partielle à la 
température. Or, les troubles des pommeaux sont également réversibles par chauffage. Il est donc très 
probable que les produits d’oxydation des composés phénoliques et, en particulier, des procyanidines 
sont impliqués dans la formation des troubles dans ces boissons. La différence concernant les niveaux 
de réversibilité dans les deux milieux est probablement due au fait que le pommeau est un produit âgé, 
dans lequel l’essentiel des réactions d’oxydation ont eu le temps de se faire pendant le vieillissement et 
dont les agrégats irréversibles ont été éliminés avant l’embouteillage. 
L’évolution de marqueurs d’oxydation des procyanidines, étudiée par phloroglucinolyse 
préalable à la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse, a montré que, dans les 
conditions testées, l’oxydation, intense pendant la phase d’incubation, se poursuivait avec une cinétique 
lente tout au long de l’agrégation. De plus, seuls des marqueurs de couplage intramoléculaire ont été 
observés dans les agrégats, ce qui traduit l’implication, dans la formation de trouble, de produits 
d’oxydation des procyanidines contenant des liaisons d’oxydation intramoléculaires. A l’inverse, dans 
nos conditions, les marqueurs de couplage intermoléculaire ne semblent pas jouer un rôle prépondérant 
dans la formation de trouble. 
Enfin, la poursuite de l’oxydation pendant la cinétique d’agrégation, mais aussi au cours de 
l’étude de la réversibilité est à l’origine de la formation d’agrégats irréversibles. Il semble que le 
confinement des molécules dans des agrégats favorise l’établissement de liaisons d’oxydation à l’origine 
de phénomènes de réticulation, et donc de la formation d’agrégats irréversibles en plus grand nombre. 
Ce travail a, pour la première fois, démontré l’implication de produits d’oxydation de 
procyanidines et mis en évidence le rôle des couplages intramoléculaires dans la formation de trouble 
dans des boissons comme les pommeaux. 
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3 Complément sur la réversibilité du trouble dans les boissons 
cidricoles 
Suite aux observations sur la réversibilité des troubles dans les pommeaux, la 
réversibilité à la température a été testée sur tous les échantillons des boissons utilisées dans le 
chapitre 1 pour lesquelles le produit d’origine était encore disponible en quantité suffisante. La 
turbidité a donc été mesurée par un turbidimètre (Turb 555 IR, WTW, Allemagne) dans 3 cidres 
(CD01, CD04 et CD05), 1 jus de pomme (JP01) et 5 pommeaux (PM01, PM02, PM04, PM05 
et PM07), après une période d’au moins 48 h d’incubation à des températures comprises entre 
2°C et 60°C. Les résultats de cette expérience, présentés sur la Figure 95, montrent un 
comportement variable des troubles lors du chauffage, dépendant de la boisson étudiée. En 
effet, la turbidité des pommeaux diminue dès lors que la température augmente et atteint un 
minimum à des températures entre 20°C et 40°C, selon l’échantillon. Dans les cidres, la 
turbidité diminue plus lentement à mesure que la température augmente et le minimum n’est 
pas atteint dans la gamme de températures étudiée (2 – 60°C), pour 2 des 3 cidres étudiés. Enfin, 
la turbidité du jus de pomme, déjà faible à 2°C, n’évolue pas lorsque la température augmente 
jusqu’à 60°C. Ainsi, en cohérence avec ce qui a été montré dans le chapitre 1, la nature du 
trouble du jus de pomme JP01 parait différente de celle des troubles des cidres et des 
pommeaux.  
Ce résultat, associé à ceux présentés dans le Chapitre 1 pour les jus de pomme, qui 
révèlent une probable contribution des protéines, nous a amené tout naturellement à explorer 
l’impact de la fraction protéique des jus, ce qui fait ainsi l’objet du Chapitre 3. 
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Figure 95 : Impact de la température sur la turbidité de boissons cidricoles troubles (CD : cidre ; JP : 
jus de pomme ; PM : pommeau). 
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L’analyse de la composition des troubles présentée dans le Chapitre 1 a montré que les 
protéines sont les constituants majoritaires dans les troubles de certains jus de pomme. De plus, 
le trouble du jus de pomme JP01, riche en protéines, ne présente pas de réversibilité à la 
température, contrairement aux troubles des cidres et des pommeaux. Ces différentes 
constatations nous ont amené à émettre l’hypothèse selon laquelle les troubles de jus de pomme 
auraient une origine différente de ceux des cidres et des pommeaux. Ainsi, il s’agirait de 
troubles de nature majoritairement protéique et dont les mécanismes de formation seraient 
similaires à ceux intervenant dans les vins blancs. L’étude présentée ci-dessous a pour objectif 
de vérifier cette hypothèse. 
1 Publication 3 – Contribution des protéines « pathogenesis-
related » de jus de pomme, en interactions avec les polyphénols, 
à la formation de troubles dans les jus de pomme 
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1.1 Introduction 
Physico-chemical instability is a damaging defect that can occur in clear bottled 
beverages. Indeed, even though haze has no effect on the taste and aroma, its formation makes 
the product unacceptable for the consumers. Proteins are known to be responsible for haze 
formation in several beverages. This is often related to unfolding of their 3D structure. In white 
wines, the so-called “protein haze” is caused by non-covalent interactions between grape 
proteins that have been previously denatured, mostly due to unsuitable storage conditions. In 
fact, grape pathogenesis-related (PR) proteins unfold at different rates: unstable proteins such 
as chitinases and some thaumatin-like proteins (TLPs) unfold irreversibly at rather low 
temperature, whereas other stable proteins, such as other TLPs, are unable to denature in the 
shelf life of the wine, even with a high temperature of storage183. When the proteins unfold, 
hydrophobic sites are exposed, probably favouring the interactions between the proteins 
themselves, or with other wine constituents such as polyphenols. Indeed, the interactions of 
polyphenols with these denatured proteins may have an important role in the formation of 
haze185, 308. Furthermore, interactions of phenolic compounds with proline-rich proteins are 
likely the main mechanisms that govern haze formation in beers179. In a previous work, we 
evidenced the presence of both proteins and polyphenols in the haze of several apple juices390.  
To our knowledge, the mechanisms responsible for the formation of post-bottling haze 
in clarified apple juice have not been elucidated yet. Apple juices contain proteins and their 
concentration (11 – 424 mg/L112-113) is in the same range as white wines proteins (15 - 300185, 
394). Thus, mechanisms similar to those occurring in white wines are likely to take place, 
particularly given that, in pasteurized apple juices, proteins are subjected to high temperatures 
that may cause their denaturation. Little research has been carried out about the nature of apple 
juice proteins. Wall et al. (1996) revealed by SDS-PAGE analysis, the presence of a protein of 
about 32 kDa in dessert apple juices113, and three hydrophobic proteins that may contribute to 
haze were isolated by Wu and Siebert with molecular masses of 28, 15 and 12 kDa116.  
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More recently, attention has been paid to apple allergens that may also be present in the 
juices. Four apple allergens have been identified and three of them belong to different 
pathogenesis-related (PR) proteins families119. Mal d 1 is a 17,5 kDa protein of the PR-10 
family that has ribonuclease-like activity117. Mal d 2 is a 23 kDa protein and belongs to the TLP 
family (PR-5)117. Mal d 3 is a 9 kDa non-specific lipid transfer protein (nsLTP) and Mal d 4, 
the only known apple allergen that is not a PR protein, is a 14 kDa profilin (actin-binding 
protein)119. 
Apple juices also contain high levels of phenolic compounds (150 – 4000 mg/L22, 395), 
especially when they are made from cider apples. Condensed tannins, also called procyanidins, 
are the main polyphenols in cider apple juices22. They are oligomers and polymers mainly 
composed of (-)-epicatechin units, with a small proportion of (+)-catechin as terminal units20 
(Figure 96). These compounds have the ability to interact with proteins through non-covalent 
interactions, and to form large aggregates. Indeed, as they are composed of several flavan-3-ol 
subunits, they contain several binding sites, in particular catechol groups that are involved in 
hydrogen or hydrophobic interactions with proteins. Thus, they have the ability to cross-link 
several proteins or small aggregates until the formation of visible aggregates179. Apple juices 
also contain hydroxycinnamic acids in high amounts but these compounds, in their native 
forms, are not able to generate large aggregates with proteins as they have only one binding 
site226. 
 
Figure 96: Procyanidin structure. 
In a previous work, we studied the composition of haze gathered from apple juices and 
we found from 4% to 24% of proteins390. SDS-PAGE analysis revealed the presence of several 
proteins with molecular masses close to grape pathogenesis-related proteins (13, 23, 26 and 35 
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kDa). In the present work, which focuses on the involvement of apple proteins in haze, we first 
sequenced and identified precisely haze proteins from a commercial apple juice. Then, to 
understand by which mechanisms they are incorporated into haze, we carried out a model study 
about the interactions between apple juice proteins and polyphenols. To fulfil this purpose, 
proteins were first fractionated from a ‘Golden delicious’ apple juice using ultrafiltration 
followed by low-pressure chromatography and were successfully identified. 
1.2 Material and methods 
1.2.1 Chemicals 
Acetone HPLC grade, methanol HPLC grade, acetonitrile HPLC grade, ethyl acetate, 
butanol, hexane and ethanol 96° were obtained from Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, 
France). Trichloroacetic acid, glucose, sodium hydroxide and sodium chloride were purchased 
from Merck (Darmstadt, Germany). Citric acid, malic acid, formic acid and 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid (MES) were acquired from VWR BDH Prolabo (Fontenay-
sous-Bois, France). Periodic acid and fructose were provided by Sigma-Aldrich (Saint-Louis, 
MO, USA).   
1.2.2 Preparation of haze samples for proteomics 
The haze from a commercial apple juice was recovered using centrifugation at 10000g 
for 15 min at 2 °C in a Sorvall lynx 6000 centrifuge (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). 
The pellet was then freeze-dried. The haze powder was the same as recovered in a previous 
work from AJ04 apple juice. The global composition of the haze, analysed in this previous 
work, is shown in Supplementary data S1 (Annexe 3) and more information is available in the 
corresponding article390. 
Soluble proteins were extracted from the haze powder in 900 µL of pure water using a 
5 min sonication. The sample was then centrifuged at 15000g for 20 min. A volume of 800 µL 
of supernatant was recovered and cooled in crushed ice for 2 min before protein precipitation 
using trichloroacetic acid (TCA) (described in part 1.2.4.1, Chapitre 3). 
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1.2.3 Isolation of proteins from ‘Golden delicious’ apple juice 
1.2.3.1 Preparation of Apple juice  
‘Golden delicious’ apples were chosen to produce apple juice prior to protein 
fractionation. Previous studies showed that the juice obtained from this apple variety may 
contain proteins (133 mg/L113) and rather low polyphenol content (flavan-3-ols 342 mg/L113). 
In order to reduce the proportion of proteins linked to phenolic compounds, since higher haze 
apparition was reported in aerobically produced juice184, apple juice preparation was performed 
under anaerobic conditions, using carbon dioxide or nitrogen additions at each production step. 
Apples were milled and then pressed using a hydraulic press (Hydropresse IT80, Fourage CTI, 
La Haye Fouassière, France) modified by Demoisy (Baune, France), under anaerobic condition 
using carbon dioxide. The apple must was recovered in a tank inerted with nitrogen. Pectic 
substances were degraded enzymatically at 2 °C for 24 hours by adding 10 mL of pectinolytic 
enzyme preparation per hectoliter of crude juice (Endozym Pectofruit, Spindal, Gretz-
Armainvilliers, France). The depectinized apple juice was then microfiltered using 0.14 µm 
tangential filtration (INSIDE CéRAM membrane, 39 channels, hydraulic diameter of 2.5 mm, 
SIVA, Nyons, France). Finally, three consecutive ultrafiltration steps (300 kDa, 50 kDa and 5 
kDa, INSIDE CéRAM membrane, 39 channels, hydraulic diameter of 2.5 mm, SIVA, Nyons, 
France) were performed to fractionate and concentrate the proteins. Protein fractionation using 
SCX chromatography was performed on the 5 – 50 kDa and the 50 – 300 kDa ultrafiltration 
fractions. 
 
1.2.3.2 Acetone precipitation of apple juice proteins 
In order to avoid the presence of soluble constituents such as polyphenols that could 
interfere with protein purification, ultrafiltration fractions were submitted to acetone 
precipitation. Four volumes of cold 80% (v/v) acetone were added to one volume of apple juice 
fraction. Samples were stored for one night at 4 °C and centrifuged at 14000g for 20 min (2 
°C). The pellets were then dried under nitrogen flow to remove the acetone. The protein pellets 
were finally weighted and dissolved in 20 mL of 30 mM citric acid, pH 3.0 (buffer A), prior to 
Strong Cation Exchange (SCX) chromatography. 
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1.2.3.3 Fractionation of apple juice proteins using SCX chromatography 
Protein fractionation using SCX chromatography was conducted using a method 
adapted from van Sluyter et al., 2009385. All the chromatographic steps were performed at room 
temperature. The column used was an Econo-Column® (2.5 x 30 cm, Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) packed with 150 mL Macro-Prep High S resin (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), connected 
to BioLogic LP chromatography system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). After phase 
equilibration with 30 mM citric acid, pH 3.0 (buffer A), approximately 2 g of proteins were 
loaded on the column. Washing was conducted for 30 min at 8 mL/min with 100% A. Then, 
proteins were eluted at 8 mL/min with 30 mM MES / 1 M NaCl, pH 6.0 (Buffer B) using the 
following gradient: initial, 5% B; 0 – 60 min, linear gradient to 30% B; 60 – 90 min, linear 
gradient to 100% B; 90 – 120 min, 100% B isocratic. 
SCX fractions were pooled based on the elution profiles at 280 nm (Figure 97). SDS-
PAGE analysis was performed to check the presence of proteins and to select the fractions 
suitable for LC-MS/MS sequencing. Electrophoretic bands were obtained for three SCX 
fractions only (data not shown), two of which (B1 and B2) were obtained from the 50 – 300 
kDa ultrafiltration fraction and the other (S1) from the 5 – 50 kDa ultrafiltration fraction. It 
should be noted that S1 and B2 fractions eluted at the same retention time on the SCX 
chromatograms. 
1.2.4 Proteomics 
1.2.4.1 Protein precipitation by trichloroacetic acid before proteomics 
Proteins extracts from haze and SCX fractions from apple juice were submitted to 
trichloroacetic acid (TCA) precipitation prior to LC-MS/MS sequencing. One volume of 100% 
TCA was added to four volumes of sample. Samples were incubated at 4 °C for 10 min and 
centrifuged at 15000g for 20 min. Pellets were washed 3 times with cold acetone and acetone 
was then evaporated at 50 °C under nitrogen flow. 
1.2.4.2 Peptide LC-MS/MS sequencing and database search  
LC-MS/MS sequencing of the TCA precipitated proteins was conducted by the 
“Biopolymers - Structural Biology” platform at the INRA Center of Angers-Nantes 
(http://www.bibs.inra.fr). The pellets were suspended in 0.2% Protease Max (Promega, WI, 
USA) at a final protein concentration of 50 µg/µL. One hundred micrograms (2 µL) of that 
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solution were then diluted 50-fold in ammonium bicarbonate 50 mM containing 0.01% of 
Protease Max. Proteins were reduced by DTT (20 min at 57 °C) and alkylated by Iodoacetamide 
(15 min, 25 °C), after which 2 µg of Trypsin was added (Sequencing Grade Modified Trypsin, 
Promega, WI, USA). Incubation with Trypsin was performed at 37 °C during 3 hours. The 
resulting peptide mixture was diluted 10-fold in 5% acetonitrile and 0.01% Trifluoroacetic acid. 
Four microliters were analysed by nanoscale capillary liquid chromatography–tandem mass 
spectrometry (LC–MS/MS). Analyses were performed using an Ultimate 3000 RSLC system 
(Thermo-Fisher Scientific, MA, USA) coupled with a LTQ-Orbitrap VELOS mass 
spectrometer (Thermo-Fisher Scientific). Chromatographic separation was conducted on a 
reverse-phase capillary column (AcclaimPepmap C18 2 μm, 100 Å, 75 μm id x 15 cm in length, 
Thermo-Fisher Scientific) at a flow rate of 300 nL/min with a 28-min gradient of increasing 
acetonitrile (from 4 to 50%) in the mobile phase. The MS data were acquired with Xcalibur 2.1 
software. Full, high resolution (FWMH 30,000) MS scans were obtained with an Orbitrap 
analyzer (m/z: 400–2000), and the CID spectra were recorded for the five most intense ions in 
the linear LTQ traps. The collected LC–MS/MS data were then compared to three databanks 
using the Mascot server 2.2 program (Matrix Science): Uniprot-Plant (tax id. 33090; 4,765,447 
entries; rel. 20.06.2017), Sprot-Plant (tax id. 33090; 38,851 entries; rel. 20.06.2017) and 
Uniprot-Rosaceae (tax id. 3745; 59,059 entries; rel. 21.06.2017). Protein identification was 
based on a minimum of two MS/MS spectra matching the databank sequence, with individual 
MASCOT ion scores above the significance threshold (threshold score of 30, p < 0.05), or 
single MS/MS spectrum match with an individual MASCOT score above 50 and e-value lower 
than 10-5.  
1.2.5 Purification of apple juice procyanidins 
Apple juice procyanidins have been purified according to the method described by 
Millet et al. (2019)(see part 2.2.4, Chapitre 2)396. Three oligomeric procyanidins with different 
degrees of polymerization (DP) were chosen: one procyanidin trimer identified as trimer C1 
(DP3), one procyanidin tetramer (DP4) and one procyanidin pentamer (DP5). 
1.2.6 Model study of the aggregation of apple juice proteins with 
procyanidins 
Model studies of aggregation were performed in model solutions mimicking apple 
juices. Thus, solutions of proteins and polyphenols were prepared separately in a malate buffer 
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(20 M, pH 3.7) also containing sugar in order to obtain a final concentration of 120 g/L of total 
sugars (70% fructose and 30% glucose) after mixing. 
1.2.6.1  Model solutions containing proteins 
Proteins fractions obtained in part 1.2.3.3 (Chapitre 3) were desalted and concentrated 
by diafiltration against malate buffer (20 mM, pH 3.7) using Vivaspin 20 tubes (5,000 MWCO, 
Sartorius, Göttingen, Germany). Protein content in the desalted samples was measured 
according to the method developed by Bradford397. Bovine serum albumin (BSA) was used as 
external standard and the concentrations obtained were expressed in BSA equivalents. 
SCX fraction S1 was used for aggregation experiments. After concentration, it contained 
149 µg/mL of total proteins. This solution was diluted five times (final concentration 30 µg/mL) 
in malate buffer (20 mM, pH 3.7) for use in the aggregation experiments. 
1.2.6.2  Procyanidin solutions 
Purified procyanidins were dissolved at a concentration of 1 g/L in malate buffer (20 
mM, pH 3.7) containing 168 g/L of fructose and 72 g/L of glucose. 
1.2.6.3 Visual assessment of aggregation: comparison of  protein self-
aggregation and protein-procyanidin aggregation  
Protein self-aggregation was first studied after 2 hours at 25 °C without heating or at 80 
°C. In both cases, the diluted SCX fraction S1 (see part 1.2.3.3, Chapitre 3) was diluted two 
times (15 mg/L) in malate buffer (20 mM, pH 3.7) containing 168 g/L of fructose and 72 g/L 
of glucose, and thermalized at the same temperature as the protein solution. Immediately after 
the end of the incubation followed by the dilution and homogenization, 200 µL was deposited 
in a microplate well.  
Then, protein aggregation with procyanidin oligomers was studied with and without 
heating of the protein solution for 2 hours at 80 °C. An equal volume of polyphenol solution 
thermalized at the same temperature as the protein solution was added. Thus, both solutions 
were diluted two times: the final concentrations were 15 mg/L and 0.5 g/L for the purified 
proteins and for the procyanidins, respectively. After the incubation time, 200 µL were 
deposited in a microplate well. 
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The wells turbidity was then compared visually. Indeed, quick precipitation occurred 
when the protein was heated which rendered irrelevant the turbidity measurements. 
1.2.6.4  LC-UV analysis of the polyphenols during aggregation 
In order to measure the loss of procyanidins induced by their precipitation with proteins, 
their concentration as soluble species in the liquid phase was compared before and after protein 
addition. In both case, 200 µL of solution was left at 25 °C for 48 h, and was then 
ultracentrifuged for 15 min at 80000g. The supernatant was recovered and diluted in the solvent 
used in the initial conditions of LC-UV analysis (3% acetonitrile in 0.1% formic acid). The 
samples were then analysed using liquid chromatography coupled to UV detection (LC-UV). 
LC-UV analysis was conducted according to the method described by Millet et al.390, with a 
different chromatographic equipment. The chromatographic system was a Dionex Ultimate 
3000 coupled to a PhotoDiode Array detector equipped with reverse-phase Hibar HR Purospher 
STAR RP-18 end-capped column (150 mm × 2.1 mm, 3 μm, Merck). The injection volume was 
4 µL. Relative quantification was based on the peak areas obtained on the UV 280 nm 
chromatogram. Phloridzin was used as an internal standard to check the repeatability of the 
analysis. 
1.3 Results and discussion 
1.3.1 Identification of proteins contained in a commercial apple juice haze 
In order to decipher the involvement of apple proteins in haze, we first sequenced and 
identified the proteins contained in the haze recovered from a commercial apple juice.  
Protein concentrations were low after precipitation with TCA, probably because of the 
presence of bound polyphenols increasing the mass measured. Indeed, the pellets had an orange 
colour suggesting that more or less oxidized phenolic material was associated to the precipitated 
protein fraction. It is important to keep in mind that TCA precipitation might not extract all the 
proteins contained in the haze. However, thanks to proteomics, four pathogenesis-related 
proteins were successfully and undoubtedly identified in the apple juice haze: two thaumatin-
like proteins (TLPs), one chitinase and one non-specific lipid-transfer protein (nsLTP) (Table 
10). Interestingly, some of these proteins belong to the same families as described for white 
wine haze-related proteins183.  
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These results are also consistent with those obtained by other authors who studied the 
proteins in apple juice haze. Indeed, three proteins out of four have molecular masses comprised 
between 26 and 33 kDa. Yet, Hsu et al. (1989) have evidenced by performing heat-tests that 
proteins in the range 21-31 kDa were involved in haze in ‘Granny Smith’ apple juice398. 
Furthermore, Wall et al. (1996) found that a 32 kDa protein, which is the mass of the chitinase 
that we found in apple juice haze (Table 10), was probably involved in interactions with 
oxidized polyphenols in aerated juices made up from different apple varieties113. Finally, Wu 
and Siebert (2002) isolated three proteins able to interact with phenolic compounds116. These 
proteins have masses of 28, 15 and 12 kDa which are close to the non-specific lipid-tranfer 
protein and the two thaumatin-like proteins that we found in apple juice haze. Another protein 
of 32 kDa was found by these authors in apple juice, but was not classified as “haze-active 
protein” because it was not removed by polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), which means that 
they did not interact with less oxidized phenolic compounds.   
Nevertheless, compared to white wines, apple juices have high levels of polyphenols 
and the mechanisms by which the proteins are involved in haze might be different. Thus, we 
carried out further experiment to have a deeper understanding of how they interact, together or 
with polyphenols, and how they participate to aggregation.  
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Table 10: Results of LC-MS/MS sequencing of apple juice haze proteins 
Organism 
Matching 
Uniprot 
entry 
Protein name Other names 
N° 
peptides 
matched 
Other 
matching 
proteins 
Theor. 
MW (Da) 
Activity 
MASCOT 
score 
Malus 
domestica 
Q9FSG7 Thaumatin-like protein 1a 
Mdtl1, Mal d 2, 
pathogenesis-related 
protein 5a 
8  26595 Thaumatin-like protein 341 
Malus 
domestica 
Q3BCT4 Thaumatin-like protein  8 
Q3BCT6 
Q00MX5 
26546 Thaumatin-like protein 319 
Malus 
domestica 
Q00MX4 
Pathogenesis-related 
protein 8 
 2  32137 Chitinase 132 
Malus 
domestica 
Q9M5X7 
Non-specific lipid-transfer 
protein 
Mal d 3 3  11916 
Non-specific lipid-transfer 
protein 
192 
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1.3.2 Fractionation and identification of proteins from an experimental 
‘Golden delicious’ apple juice 
To understand how apple proteins contribute to haze formation, we decided to 
fractionate these proteins from an apple juice made in our institute. Indeed, we could not directly 
extract the proteins from the haze because of a lack of haze material. Furthermore, the haze 
proteins are tightly bond with the other haze constituents (polyphenols, polysaccharides)399 and 
this makes separation difficult to perform.  
The ‘Golden delicious’ apple variety was chosen since it contains low polyphenol 
concentration thus limiting the possibility of polyphenol-protein aggregation during juice 
extraction and protein fractionation. Aggregation was also limited by producing the juice with 
highly reduced oxygen exposure. Finally, a clear depectinized juice was obtained by enzymatic 
clarification followed by microfiltration. 
Then, fractionation of protein was first carried out by performing three successive 
ultrafiltration (UF) stages recovering proteins into two size dependant fractions (i.e the 5-50 
kDa and 50–300 kDa). Crude proteins were first recovered by cold acetone precipitation and 
then purified by strong cation exchange (SCX) chromatography (Figure 97). Several peaks were 
observed on each of these chromatograms and several fractions were collected. These fractions 
were submitted to SDS-PAGE (data not shown) and only three SCX fractions were selected for 
sequencing: B1, B2 and S1 fractions (Figure 97). 
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Figure 97: SCX chromatograms of fractions obtained by ultrafiltration of apple juice. a) 5 - 50 kDa 
fraction; b) 50 - 300 kDa fractions. The frames show the fractions that were selected for sequencing. 
The results of the LC-MS/MS sequencing of apple juice proteins are presented in Table 
11. The SCX fraction B1 obtained from 50-300 kDa ultrafiltration fraction, contained four 
proteins and only one of them had a molecular weight over 50 kDa. This protein named CAC1 
has a cysteine-type peptidase activity400.  
In Table 11, the two other SCX fractions (S1 and B2) shared similar protein profiles, 
different from B1 fraction. This is not surprising since fractions S1 and B2 were eluted at the 
same retention time on the SCX chromatogram. Indeed, since some of the liquid remains with 
the retentate during ultrafiltration, compounds smaller that the pore size can still be contained 
in the retentate. These two fractions contained several pathogenesis-related proteins belonging 
to different families: TLPs, nsLTPs and different chitinases were identified. These results are 
consistent with those obtained by Wall et al. (1996) who evidenced the presence of several 
proteins in the range 29-33 kDa113. 
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Table 11: Results of LC-MS/MS sequencing of the apple juice SCX fractions. Uniprot entries that were found both in the haze and in the SCX fractions are 
written in bold. 
Fraction Organism 
Matching 
Uniprot 
entry 
Other 
matching 
proteins 
Protein name  Other names 
MASCOT 
score 
N° 
peptides 
matched 
Theoretical 
MW (Da) 
N° disulfide 
bonds 
Thaumatin-like proteins (PR-5)         
S1 Malus domestica Q9FSG7 Q3BCT8 Thaumatin-like protein 1a 
Mdtl1, Mal d 2, pathogenesis-
related protein 5a, PR-5a 
677 116 26595 8 
S1 Malus domestica Q3BCT4 Q3BCT6 Thaumatin-like protein  592 77 26546 8 
Non-specific lipid-transfer proteins (PR-14)        
S1 Malus domestica Q9M5X7 Q5J026 Non-specific lipid-transfer protein Mal d 3 308 16 11916 4 
S1 Malus domestica Q5IZZ6  Non-specific lipid-transfer protein nsLTP 151 5 12089 - 
Chitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11)        
S1 Malus domestica Q00MX4  Pathogenesis-related protein 8 PR-8 471 111 32137 - 
S1 Malus domestica K4NNQ4  Pathogenesis-related protein 3 PR-3 272 6 40997 - 
S1 Malus domestica I0CCB3   Pathogenesis-related protein 4 PR-4 203 4 16245 - 
Thaumatin-like proteins (PR-5)         
B2 Malus domestica Q9FSG7 Q3BCT8 Thaumatin-like protein 1a 
Mdtl1, Mal d 2, pathogenesis-
related protein 5a, PR-5a 
669 185 26595 8 
B2 Malus domestica Q3BCT4 Q3BCT6 Thaumatin-like protein  553 118 26546 8 
Non-specific lipid-transfer proteins (PR-14)        
B2 Malus domestica Q9M5X7 Q5J026 Non-specific lipid-transfer protein Mal d 3 316 21 11916 4 
B2 Malus domestica Q5IZZ6  Non-specific lipid-transfer protein nsLTP 154 6 12089 - 
Chitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11)        
B2 Malus domestica Q00MX4   Pathogenesis-related protein 8 PR-8 412 17 32137 - 
Thaumatin-like proteins (PR-5)         
B1 Malus domestica Q9FSG7  Q3BCT8 Thaumatin-like protein 1a 
Mdtl1, Mal d 2, pathogenesis-
related protein 5a, PR-5a 
234 5 26595 8 
Chitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11)        
B1 Malus domestica Q00MX4  Pathogenesis-related protein 8 PR-8 112 1 32137 - 
Others          
B1 Malus hybrid cultivar X2F0S5   CAC1 protein   103 5 57886 - 
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Interestingly, the four proteins that were encountered in the apple juice haze were also 
found in the experimental ‘Golden delicious’ juice. These results are of uppermost importance 
because they legitimate the use of these fractions to study the mechanisms of haze formation. 
To our knowledge, this is the first time that pathogenesis-related proteins have been precisely 
identified in apple juice. 
1.3.3 Visual assessment of heat-induced protein haze 
A picture showing the appearance of the apple juice model solution containing SCX 
fraction S1 (total protein concentration 15 µg/mL) immediately after heating at 80 °C for 2 h, 
with and without addition of DP4 procyanidin (at 500 µg/mL) is shown on Figure 98Visible 
aggregates were present in both conditions and was absent from the unheated solution (data not 
shown). This interesting result reveals that apple juice pathogenesis-related proteins are able to 
form haze alone, when thermally denatured. It is of uppermost interest since apple juices are 
pasteurized products, submitted to high temperatures. Since, this work has been performed with 
realistic and quite low protein contents, these proteins are probably responsible for a large part 
of apple juice hazes. This explains why gelatin fining, which removes phenolic compounds 
from apple juices, is not always an efficient mean to avoid haze appearance caused by proteins. 
This result is in contradiction with studies on model wines, which evidenced that non-
proteinaceous wine constituents would be necessary for the precipitation of wine proteins196, 
321. In a previous work, Waters et al. (1995) hypothesized that phenolic compounds could be 
the factor necessary to obtain protein precipitation321. More recently, Pocock et al. pointed out 
the role of sulfate196. In the present work, none of these factors was necessary to obtain the heat-
induced protein haze. However, it is consistent with the results of Dufrechou et al. (2012) who 
evidenced grape pathogenesis-related proteins ability to aggregate, without requiring 
polyphenol or sulfate addition193. This can be explained by the nature of apple pathogenesis-
related proteins, which can differ slightly from grapes PR proteins. Furthermore, even though 
every precaution had been taken to avoid the presence of phenolic compounds in the protein 
fractions, it is possible that some of them remained bound to the proteins and that this very low 
polyphenolic content was sufficient to promote protein precipitation after heating.  
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Figure 98: Picture of a microplate showing protein aggregation after 2 hours at 25 °C (above) or at 
80 °C (below), with and without DP4 procyanidin addition. Final concentrations in the protein – 
polyphenol mix are the same as DP4 or protein when alone in solution.  
Another result obtained with this visual observation of the protein aggregates is that 
polyphenol addition slightly enhanced the intensity of aggregation when the protein fraction 
had been heated, but did not generate visible aggregation when the protein fraction had been 
kept at 25 °C. This is consistent with the results obtained by Waters et al. (1995), who assessed 
that phenolic compounds were only weakly associated with heat-induced hazes in wine, and 
were present in these hazes at low concentrations321. In addition, our experimental juice was 
microfiltered prior to protein fractionation. Thus, we can imagine that some proteins that are 
highly reactive toward polyphenols without previous denaturation had already been involved 
in aggregates that were removed during this step. S1 fraction was likely to contain only proteins 
that need to be denatured to interact with phenolic compounds. 
To verify if the fractioned proteins really interact with phenolic compounds, we then 
studied more precisely the interactions of SCX fraction S1 with purified procyanidins. 
1.3.4 Interactions of apple juice proteins with apple polyphenols 
In order to evaluate the ability of the proteins fractions to interact with phenolic 
compounds, epicatechin and procyanidin oligomers with various degrees of polymerization 
(DP) (final concentration 500 µg/mL) were mixed with proteins (final concentration 15 µg/mL). 
Since the SCX fractions S1 and B2 contained similar protein profiles, fraction S1 was chosen 
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for the interaction experiments because of its higher concentration. The sample was 
ultracentrifuged to remove the precipitates and the supernatants were analysed using HPLC. 
The procyanidins areas obtained from the supernatants were then compared to solutions 
containing the procyanidins alone. The difference between the two solutions reflected the 
quantity of procyanidins involved in the precipitates, i.e. involved in interactions with the 
proteins. Two cases were studied: proteins were incubated for 2 h at 25 °C, or 2 h at 80 °C. This 
was supposed to reveal the effect of protein denaturation over their interactions with 
procyanidins. The results of this experiment are shown in Figure 99. 
 
Figure 99: Evolution of the procyanidin area with addition of proteins from SCX fraction S1 (final 
concentration 15 µg/mL) with previous incubation at 25 °C or at 80 °C for 2 h. Results are expressed 
as the ratio of the peak area of the protein-procyanidin mix over the area of the procyanidin alone. 
Bars represent the Student confidence intervals (p = 0.05). No repetition could be performed on the 
monomer because of a lack of protein material. 
First, the addition of unheated S1 protein fraction significantly reduced the procyanidin 
content of the liquid phase, except for the epicatechin monomer. This result reveals that this 
protein fraction has the ability to interact with phenolic compounds without previous 
denaturation. The complexes formed were probably too small to scatter light enough to generate 
a visible haze but were dense enough to be removed by ultracentrifugation.  
Furthermore, the procyanidin losses depended on their degree of polymerization (DP). 
Indeed, the percentage of loss increased with the DP: 2.2% for the monomer, 6.3% for DP2, 
60
80
100
Monomer DP2 DP3 DP4 DP5
R
e
la
ti
ve
 2
8
0
 n
m
 p
e
ak
 a
re
a 
(%
)
Procyanidin degree of polymerization
Without protein - 25 °C With protein - 25 °C
Without protein - 80 °C With protein - 80 °C
224 
 
8.7% for DP3, 11.4% for the DP4 and 19.5% for the DP5 at 25 °C. Numerous studies revealed 
that the ability of proanthocyanidins to interact with various proteins increased when the degree 
of polymerization increased203, 338-339. However, to our knowledge, the impact of the tannin 
polymerization degree has not been studied in relation to their interactions with pathogenesis-
related proteins.  
Another interesting and surprising result was that, in the conditions tested, heating of 
the proteins did not increase their interactions with the procyanidins. This is consistent with the 
visual assessment, which show no difference between the heated protein alone and the protein-
procyanidin mix. This result is in opposition with studies on model white wines, which assessed 
increased interactions with phenolic compounds when proteins were denatured308. However, 
our results are consistent with those obtained by Waters et al. (1995) who assessed only a weak 
association of procyanidins with wine proteins or with heat-induced haze in wine321. 
Furthermore, model apple juice is a quite different matrix from model white wines since it is 
alcohol free and contains high levels of sugars. This is likely to modify deeply the interactions 
taking place inside the solution179. 
1.4 Conclusions 
In this work, the sequencing of the proteins contained in commercial apple juice haze 
showed unambiguously the presence of pathogenesis-related proteins (two thaumatin-like 
proteins, one chitinases and one non-specific lipid transfer proteins). 
Then, soluble proteins from apple juice were fractionated, the fractions obtained were 
sequenced and contained several pathogenesis-related proteins. These proteins were heat-
unstable: heating induced the formation of visible aggregates in apple juice model solutions 
even in the absence of polyphenols. Apple juice procyanidins were able to interact with these 
proteins, even without previous heating, forming complexes that can be precipitated using 
ultracentrifugation. These interactions were more important when the tannin degree of 
polymerization increased.  
These results point out the role of pathogenesis-related proteins in the formation of haze 
in apple juice. In particular, their denaturation, which can easily be induced by pasteurization 
processes, may be responsible for the apparition of haze in bottled apple juices. Still, further 
purification would be necessary to understand precisely which of these proteins are more 
involved in haze formation and how they interact. 
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From a technological point of view, this work provides leads about solutions against 
haze in apple juice. Indeed, some of the methods used in winemaking could be transferred to 
cidermaking. Furthermore, other solutions based on the heat instability of pathogenesis-related 
proteins, can be imagined. For example, flash-pasteurization of the juice prior to bottling could 
destabilize the proteins, which could then be removed by microfiltration. 
 
Résumé de cette étude 
Suite aux résultats de l’étude de la composition des troubles, présentés dans le 
Chapitre 1, les protéines sont suspectées d’être les principales responsables de la formation 
de trouble dans certains jus de pomme. Afin de préciser les résultats de ce premier article, le 
séquençage par LC-MS/MS des protéines contenues dans un trouble de jus de pomme a été 
réalisé et a démontré la présence de quatre protéines « pathogenesis-related » (PR) 
appartenant aux familles des thaumatin-like protéines, des chitinases et des « non-specific 
lipid transferases ».  
A partir de ce constat, la suite de l’étude présentée ici avait pour objectif de préciser 
l’implication de ces protéines dans la formation des troubles de jus de pomme. Pour cela, les 
protéines ont été fractionnées à partir d’un jus de pomme par chromatographie d’échange de 
cations forts et séquencées par LC-MS/MS également. Comme dans le cas du trouble, les 
fractions obtenues étaient constituées de protéines PR et contenaient, en particulier, les quatre 
protéines identifiées dans le trouble, ce qui permettait de valider leur utilisation lors d’une 
approche en solution modèle. Le comportement d’agrégation de ces fractions protéiques a 
donc été étudié en solution modèle jus de pomme. Le chauffage de ces fractions à 80°C 
pendant 2 h a suffi à induire l’apparition d’un trouble important, malgré des concentrations 
protéiques faibles. De plus, ces protéines ont également montré une capacité à interagir avec 
les composés phénoliques. En effet, l’analyse par HPLC des surnageants obtenus par 
ultracentrifugation de solution contenant des procyanidines pures a montré une diminution de 
la quantité de ces procyanidines lorsque les fractions protéiques étaient ajoutées. En outre, 
plus le degré de polymérisation du tanin étudié était important, plus la quantité précipitée, c’est-
à-dire interagissant avec les protéines, était élevée. 
Pour conclure, cette étude a, pour la première fois, montré l’implication des protéines 
PR dans la formation de trouble dans les jus de pomme. De plus, c’est également, à notre 
connaissance, la première fois que les protéines ont été séquencées dans un trouble de cette 
boisson. 
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 Des modèles à la réalité 
Dans ce travail, l’étude des mécanismes de formation des troubles a été menée en 
solutions modèles de deux types : pommeau et jus de pomme. Le choix de ces modèles est 
justifié par les caractéristiques des troubles dans ces deux boissons, le cidre semblant être un 
intermédiaire entre les deux, probablement plus proche du pommeau. 
D’une part, le jus de pomme est une boisson sans alcool, avec un pH généralement 
compris entre 3,5 et 4. L’acide malique étant le principal acide organique contenu dans les jus 
de pomme401, la solution modèle choisie pour mimer cette boisson est donc un tampon malate, 
dont le pH est ajusté à une valeur intermédiaire, soit 3,8. De plus, les jus de pomme contiennent 
des sucres en forte proportion. Ainsi, des concentrations allant de 127 à 162 g/L en oses totaux 
ont été observées dans les surnageants des trois jus étudiés. Ces résultats sont cohérents avec 
ceux de Persic et ses collaborateurs (2017) qui ont relevé des teneurs en sucres totaux comprises 
entre 105 et 145 g/kg, pour des jus issus de dix cultivars401. Le fructose est l’ose principal et 
représente environ 60 % des oses totaux dans les trois jus de pomme que nous avons étudiés. 
Le glucose représente quant à lui 20 % des oses totaux et la proportion de saccharose est 
généralement proche de 10 %. Pour la solution modèle jus de pomme, nous avons donc choisi 
d’ajouter une concentration totale en sucres de 120 g/L, à raison de 70 % de fructose et 30 % 
de glucose. Cette concentration en sucre joue un rôle important pour la cohérence du modèle 
puisqu’elle est susceptible d’agir nettement sur la viscosité de la solution et donc sur les 
interactions y survenant. 
D’autre part, les pommeaux sont des boissons contenant 16 à 18 % d’alcool et ayant une 
teneur minimale en sucres non fermentés de 69 g/L9. Cependant, les surnageants des pommeaux 
étudiés dans le chapitre 1 contenaient des concentrations en sucres plus élevées, comprises entre 
92 et 151 g/L. Nous avons donc fait le choix de mimer les pommeaux par un tampon malate au 
pH 3,8 et contenant 16 % d’éthanol et 100 g/L de sucres, dont 70 % de fructose et 30 % de 
glucose. 
Pour les deux modèles étudiés, nous avons fait en sorte de mimer la composition des 
deux boissons concernées. Cependant, les boissons réelles ont une composition infiniment plus 
variée que les solutions modèles, contenant une bien plus grande diversité de composés 
phénoliques, ainsi que des polysaccharides, des minéraux et autres.  
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Ainsi, lorsque nous nous sommes intéressés au cas des pommeaux, nous avons focalisé 
notre étude sur l’oxydation des procyanidines en solution modèle. Dans ce cas, seuls deux 
acteurs potentiels de la formation de trouble sont étudiés : les procyanidines natives et les 
procyanidines oxydées. Dans le cas du modèle jus de pomme, seul l’impact des protéines, avec 
ou sans interaction avec des procyanidines, a été étudié. Les modèles utilisés ne représentent 
donc pas totalement la réalité et plusieurs mécanismes de formation de trouble peuvent 
intervenir dans chacune des matrices étudiées. 
 Les composés phénoliques et les troubles des boissons cidricoles 
L’ensemble des résultats présentés dans ce travail pointe du doigt le rôle prépondérant 
des composés phénoliques dans la formation des troubles des boissons cidricoles. En effet, les 
résultats présentés dans le chapitre 1 montrent que les polyphénols sont les constituants 
majoritaires des troubles dans les cidres et les pommeaux. De plus, la comparaison entre les 
surnageants et les troubles a montré un fort enrichissement de ces derniers en procyanidines, 
c’est-à-dire en composés phénoliques polymérisés. Cependant, ces résultats ne concernent que 
les polyphénols natifs. Or, l’étude de la composition chimique des troubles présentée dans 
l’article du chapitre 1 montre qu’une part importante (entre 25 et 67 % selon les produits) de la 
composition du trouble n’a pas été identifiée. Une des explications les plus probables pour 
justifier l’existence de cette large part non expliquée est la présence d’une quantité importante 
de composés phénoliques oxydés dans les troubles. En effet, l’oxydation des composés 
phénoliques est avérée dans les boissons cidricoles et est notamment responsable de la couleur 
de ces produits. L’oxydation est susceptible d’intervenir à toutes les étapes de la fabrication des 
boissons : à partir du broyage et du râpage des pommes, l’oxydation enzymatique par l’action 
de la polyphénol oxydase (PPO) commence. Ensuite, la PPO est éliminée lors de la clarification 
des moûts, mais des processus d’oxydation chimique, plus lents, peuvent intervenir au cours du 
vieillissement du produit, dans le cas du pommeau, et même en bouteille, lorsque de l’oxygène 
y est incorporé. De multiples produits d’oxydation des polyphénols peuvent donc être présents 
dans les boissons. Or, ces composés oxydés sont difficilement accessibles par analyse en raison 
de leur grande diversité et de la formation de liaisons d’oxydation résistantes à l’acidolyse150. 
Le différentiel obtenu entre le dosage des polyphénols totaux par Folin-Ciocalteu et par 
HPLC-DAD-MS confirme d’ailleurs partiellement cette hypothèse, bien qu’il soit probable que 
le dosage colorimétrique de Folin-Ciocalteu ne donne pas non plus accès à la totalité des 
composés phénoliques oxydés. Enfin, le fait que les concentrations en polyphénols natifs dosés 
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dans les troubles de pommeau soient faibles penche également en faveur de cette hypothèse 
puisque les procédés d’élaboration de ces boissons favorisent fortement les réactions 
d’oxydation. L’ensemble de ces résultats nous ont amenés à chercher à confirmer le rôle des 
composés phénoliques et, en particulier, de leurs produits d’oxydation, dans la formation de 
trouble dans les boissons cidricoles, qui sont particulièrement riches en polyphénols. 
A partir des résultats du chapitre 1 sur l’analyse de la composition des troubles, le second 
article présenté dans ce travail (Chapitre 2 paragraphe 2) décrit spécifiquement l’impact de 
l’oxydation des procyanidines sur la formation de trouble dans les pommeaux. Les résultats 
montrent sans équivoque la capacité des produits d’oxydation des procyanidines oligomères à 
former du trouble, sans intervention d’autres acteurs. Ces résultats permettent de confirmer ceux 
de Zanchi et ses collaborateurs (2009) qui ont observé une auto-association de diverses 
procyanidines consécutive à leur oxydation153. Cependant, à notre connaissance, il s’agit de la 
seule autre étude concernant la capacité des tanins oxydés à former du trouble. Pourtant, dès 
1968, Johnson et ses collaborateurs ont observé la présence de composés phénoliques oxydés 
dans des sédiments de jus de pomme. Beveridge et al. (1997) ont également mis en évidence 
un impact de l’oxydation sur la formation de trouble dans les jus de pomme172.  
Dans cet article, nous avons également cherché à identifier quels produits d’oxydation 
des procyanidines intervenaient le plus dans la formation de trouble. Comme expliqué dans les 
travaux antérieurs (paragraphe 2), l’oxydation des flavan-3-ols fait intervenir des espèces 
phénoliques réactives (quinones, semi-quinones, radicaux phénoxy) qui peuvent générer des 
liaisons intra- ou intermoléculaires, par couplage oxydatif avec les autres composés 
phénoliques natifs présents. Or, les liaisons d’oxydation étant résistantes à l’acidolyse, celle-ci, 
en rompant les liaisons interflavaniques, provoque la formation de marqueurs dont la masse 
moléculaire révèle le type de liaison d’oxydation impliquée. Selon ce principe, nous avons 
cherché quels marqueurs étaient présents dans les précipités afin de comprendre quels types de 
produits d’oxydation sont impliqués dans la formation des agrégats. Grâce à des analyses par 
LC-MS, nous avons pu comparer la présence de marqueurs d’oxydation d’une procyanidine de 
DP4 pure après 48 h d’agrégation entre une solution filtrée et la même solution non filtrée avant 
l’acidolyse. Ces analyses ont révélé la présence dans les précipités de marqueurs de liaisons 
intramoléculaires, alors que les quantités de marqueurs de couplages intermoléculaires 
n’évoluaient pas significativement avec la filtration. Ainsi, contrairement à ce qui a souvent été 
supposé172, 268-269, l’oxydation ne favoriserait pas l’auto-agrégation des composés phénoliques 
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par augmentation de la taille des molécules, mais plus probablement par l’établissement de 
conformations particulières dont les propriétés favorisent les interactions non covalentes entre 
molécules. En effet, des travaux antérieurs effectués dans l’équipe ont montré que la formation 
de liaisons d’oxydation intramoléculaires augmente à la fois la rigidité et l’hydrophobicité des 
tanins153, deux propriétés susceptibles de modifier leur capacité à interagir entre eux. 
Ainsi, nous avons démontré que les procyanidines, et surtout leurs produits d’oxydation 
peuvent être, au moins pour partie, responsables de la formation de trouble dans les boissons 
cidricoles. Cependant, le rôle des composés phénoliques dans la formation des troubles de ces 
boissons ne se limite pas à leur auto-association consécutive à leur oxydation. 
En effet, dans l’article présenté dans le chapitre 3, nous nous sommes intéressés à la 
formation de trouble en solution modèle jus de pomme provenant d’interactions entre des 
protéines Pathogenesis-Related (PR) et des procyanidines natives de jus de pomme. Bien que 
du trouble soit formé simplement par chauffage de la protéine seule, nos résultats ont mis en 
évidence une diminution de la concentration en procyanidines consécutive à la centrifugation 
d’un mélange protéine-procyanidine native. Ainsi, les résultats obtenus dans cette étude ont 
également permis de confirmer l’implication des procyanidines dans les troubles de type 
protéique. Ces résultats sont cohérents avec ceux de plusieurs groupes de recherche qui, 
étudiant des troubles de vins blancs impliquant des protéines PR, ont aussi montré la présence 
de composés phénoliques dans ces troubles310 et leur impact sur leur formation183, 185, 308. 
Pour conclure, nous avons mis en évidence le rôle primordial des composés phénoliques 
dans la formation des troubles des boissons cidricoles, ce qui est en accord avec les conclusions 
obtenues par de nombreuses études168 (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 4.1.2.1).  
 Synthèse par boisson et comparaison avec d’autres boissons 
3.1 Jus de pomme 
Dès le Chapitre 1, nous avons effectué un parallèle entre les troubles des jus de pomme 
et ceux des vins blancs décrits dans la littérature. En effet, l’article présenté dans ce chapitre 
met en évidence une majorité de protéines dans les troubles de deux jus de pommes sur les trois 
étudiés. Les jus de pomme étant des produits soumis à une pasteurisation, c’est-à-dire à une 
période de chauffage susceptible d’entrainer la dénaturation des protéines, nous avons émis 
l’hypothèse que les troubles de certains jus de pomme, notamment ceux confectionnés à partir 
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de pommes de tables, moins riches en composés phénoliques que les pommes à cidre, seraient 
similaires aux troubles décrits dans les vins blancs. Ainsi, ces troubles seraient causés par des 
interactions entre les protéines des jus ayant été dénaturées, provoquant la formation de petits 
agrégats puis de plus gros, possiblement par interactions avec d’autres espèces du milieu telles 
que les composés phénoliques (voir Travaux Antérieurs partie 4.2). Cette hypothèse a d’autant 
plus attiré notre attention que les essais de réversibilité présentés dans le Chapitre 2 ont montré 
que, contrairement aux troubles des pommeaux et des cidres, le trouble (riche en protéines) 
d’un des jus de pomme était irréversible à la température. Or, cette caractéristique est commune 
avec les troubles des vins blancs303. 
Ensuite, le séquençage des protéines du trouble d’un des jus de pomme (Chapitre 3, 
paragraphe 1.3.1) a montré l’implication de protéines PR, notamment des chitinases et des 
« thaumatin-like proteins » (TLPs), dont le rôle dans le trouble protéique du vin blanc a été 
largement mis en évidence dans la littérature176, 286-289, 402 (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 
4.2). La suite de ce travail, présentée dans l’article du Chapitre 3 a, de plus, démontré l’impact 
de la dénaturation des protéines dans la formation du trouble. En effet, 2 h de chauffage à 80°C 
ont permis d’induire l’apparition d’un trouble dans une solution contenant ces protéines, 
obtenues par fractionnement de jus de pomme, alors qu’aucun trouble n’est visible à l’œil nu 
lorsque les protéines sont incubées pendant la même durée à 25°C. Or, la dénaturation des 
protéines est définie comme un prérequis à leur auto-agrégation et à la formation de précipités 
dans les vins blancs (voir Travaux antérieurs, paragraphe 4.2.2). 
Enfin, les résultats présentés dans le chapitre 3 mettent également en évidence des 
interactions entre des procyanidines oligomères de pomme et les protéines PR. En effet, bien 
que les composés phénoliques ne soient pas indispensables à l’apparition de trouble, il est 
probable que les interactions polyphénols-protéines interviennent dans sa formation. 
Cependant, contrairement à ce qui a pu être mentionné dans la littérature à propos des vins 
blancs308, nous n’avons pas observé de différence significative concernant les procyanidines 
précipitées lors du mélange avec les fractions de protéines PR, entre la solution incubée 2 heures 
à 80°C et celle laissée la même durée à 25°C. Ainsi, dans notre cas, la dénaturation thermique 
des protéines ne semble pas être un prérequis nécessaire à la mise en place des interactions avec 
les composés phénoliques, à moins que certaines protéines plus sensibles à la température, telles 
que les chitinases, n’aient déjà été dénaturées dans nos conditions opératoires, par exemple lors 
de l’étape de précipitation à l’acétone. 
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En conclusion, nos résultats confirment l’hypothèse que, dans le cas de jus de pomme 
riches en protéines et relativement pauvres en composés phénoliques, les mécanismes de 
formation du trouble puissent être similaires à ceux intervenant dans les troubles protéiques des 
vins blancs. 
3.2 Pommeau 
Suite à l’étude de la composition des troubles présentée dans le Chapitre 1, les 
pommeaux sont les produits pour lesquels la part de trouble inexpliquée est la plus importante. 
Nous avons émis l’hypothèse que cette part inexpliquée correspondrait aux composés 
phénoliques oxydés, non accessibles à l’analyse (voir Chapitre 1, paragraphe 1.3). Cette 
explication nous parait d’autant plus pertinente que les pommeaux sont des produits qui ont été 
soumis à un haut niveau d’oxydation. En effet, leur procédé de fabrication impose une étape de 
vieillissement en fûts de chêne de minimum 14 mois avant l’embouteillage.  
De plus, nos résultats ont clairement montré que les troubles de pommeaux étaient 
pauvres en protéines ce qui est assez logique, encore une fois en raison du vieillissement en fût 
de chêne. En effet, pendant cette longue durée les protéines ayant une tendance à l’agrégation 
ont eu le temps d’interagir avec les nombreux composés phénoliques présents dans les 
pommeaux ainsi qu’avec les tanins éventuellement apportés par le bois des fûts. Ainsi, nous 
avons naturellement éliminé l’hypothèse d’un trouble de nature essentiellement protéique dans 
le cas des pommeaux. 
Suite à ces constats, nous avons émis l’hypothèse que les mécanismes de formation des 
troubles des pommeaux sont menés par l’oxydation des composés phénoliques. Pour vérifier 
cette hypothèse, dans l’article présenté dans le chapitre 2, nous nous sommes attachés à 
reproduire un trouble similaire à celui des pommeaux par oxydation de procyanidines en 
solution modèle. Or, une des caractéristiques intéressantes de ce trouble de pommeau est sa 
réversibilité à la température. En solution modèle, l’oxydation chimique de procyanidines 
oligomères de pomme nous a permis d’observer par diffusion de lumière l’apparition d’un 
trouble partiellement réversible par chauffage. Nous avons expliqué la présence d’agrégats 
irréversibles par le fait qu’une oxydation lente puisse encore intervenir. Celle-ci serait favorisée 
par un phénomène de confinement des composés au sein des agrégats, et faciliterait ainsi la 
formation d’agrégats covalents et donc irréversibles. Ce phénomène ne nous a pas semblé 
incompatible avec les mécanismes de formation de trouble dans les pommeaux. En effet, les 
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pommeaux sont des produits qui ont déjà subis une maturation, un vieillissement intense avant 
l’embouteillage. Par conséquent, l’essentiel de l’oxydation a probablement déjà eu lieu et, les 
pommeaux étant généralement filtrés juste avant la mise en bouteille, les agrégats irréversibles 
ont été éliminés lors de cette opération. 
Ainsi, les résultats présentés dans le Chapitre 2 tendent à valider l’hypothèse de 
l’oxydation des procyanidines comme le mécanisme moteur de la formation de trouble dans les 
pommeaux. Cependant, nous nous sommes intéressés à un modèle simple et nous ne pouvons 
bien évidemment pas exclure la possibilité d’autres mécanismes concomitants impliquant par 
exemple des protéines, des polysaccharides ou des minéraux. 
Enfin, le pommeau est un vin de liqueur de type mistelle qui possède de nombreux 
équivalents à base de raisin (Pineau, Floc de Gascogne, Ratafia de champagne…). Le pommeau 
se rapproche également, en termes de composition, des vins doux naturels tels que le Porto ou 
les Muscats. En particulier, les vins de liqueurs ou les mistelles rouges sont également riches 
en composés phénoliques et pourraient aussi être concernés par ce type de trouble, qui serait 
provoqué par une génération lente de molécules phénoliques oxydées. 
3.3 Cidre 
La composition des troubles des cidres est similaire à celle des troubles des pommeaux 
(Chapitre 1, paragraphe 1), mais une plus grande part de composés phénoliques a pu être dosée 
dans ces produits. Le trouble des cidres étudiés est également réversible à la température. De 
plus, l’expérimentation présentée dans le chapitre 2, paragraphe 1 a montré que l’augmentation 
de la quantité d’antioxydant en bouteille retardait fortement, voire empêchait, la formation de 
trouble dans les cidres. Ainsi, nous pouvons supposer que les mécanismes de formation de 
trouble dans les cidres sont surtout menés par l’oxydation des composés phénoliques, comme 
dans le cas des pommeaux.  
Cependant, le procédé de fabrication des cidres est très différent de celui des pommeaux. 
L’absence de vieillissement n’a pu permettre l’élimination des composés, en particulier des 
protéines, les plus susceptibles d’interagir pour former du trouble. En revanche, ces boissons 
ont subi une fermentation par des levures qui ont pu modifier leur composition en produisant 
des macromolécules, telles que les mannoprotéines, pouvant jouer un rôle dans la formation de 
trouble. 
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 Leviers technologiques 
Les travaux effectués au cours de cette thèse ont mis en évidence deux mécanismes 
possibles de formation des troubles, dépendant de la boisson considérée. Ainsi, cela permet 
d’identifier plusieurs leviers sur lesquels une intervention technologique peut être envisagée 
afin de prévenir l’apparition de trouble. 
Les protéines, bien qu’en faible quantité dans les troubles de pommeaux et de cidres, 
constituent un important levier d’action dans les jus de pomme. En effet, la pasteurisation de 
ces produits peut provoquer la dénaturation de certaines protéines, susceptible de conduire 
rapidement à l’apparition de trouble. Des solutions visant spécifiquement à éliminer les 
protéines impliquées dans les troubles sont largement utilisées dans les vins et dans les bières, 
mais aussi dans les boissons cidricoles par certains producteurs. C’est notamment le cas de la 
bentonite (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 3.3), qui ne parvient pourtant pas à éliminer 
toutes les protéines problématiques et dont l’usage risque d’être de moins en moins toléré par 
les consommateurs et par les législateurs. C’est d’ailleurs une des raisons de l’implication de 
partenaires de la filière vinicole dans le projet CasDAR dans lequel s’inscrit cette thèse. 
L’utilisation d’enzymes spécifiques de dégradation des protéines à l’origine des troubles, en 
particulier les protéines PR, pourrait être envisagée (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 3.3). 
Cependant, plusieurs études ont montré que ces protéines sont particulièrement résistantes aux 
protéases118, 291-292. Enfin, pour s’affranchir des problèmes de législation, une solution 
satisfaisante serait d’utiliser des itinéraires technologiques adaptés, ne nécessitant pas l’ajout 
d’intrants. Il serait par exemple possible de provoquer la dénaturation thermique des protéines 
de façon à induire une agrégation anticipée. Une simple microfiltration à froid pourrait ensuite 
permettre d’éliminer ces agrégats et ainsi diminuer la concentration des protéines susceptibles 
d’intervenir dans la formation de trouble. Des essais exploratoires et déjà prometteurs ont été 
réalisés dans ce sens à l’IFPC. 
Par ailleurs, comme nous l’avons largement discuté précédemment (Discussion 
Générale, paragraphe 2), les composés phénoliques ont un rôle sans équivoque dans la 
formation des troubles. Actuellement, le collage des boissons cidricoles, en particulier le jus de 
pomme, joue sur ce levier puisque l’ajout de gélatine permet de précipiter les composés 
phénoliques les plus aptes à interagir avec les protéines. Cependant, ce procédé a des 
conséquences indésirables puisque la réduction de la teneur en polyphénols entraine une forte 
modification des propriétés organoleptiques (couleur, goût et même probablement arômes) et 
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une diminution de la qualité nutritionnelle. De plus, l’ajout d’une protéine réactive est une prise 
de risque puisqu’une introduction en trop grande quantité se traduit par la présence de gélatine 
résiduelle, susceptible de former du trouble. Enfin, cibler la capacité des composés phénoliques 
à interagir avec des protéines n’est peut-être pas la stratégie la plus efficace puisque nous avons 
vu, d’une part, que les troubles de cidre et de pommeau sont très pauvres en protéines et, d’autre 
part, que les protéines de jus de pomme ont la capacité à former du trouble par dénaturation en 
absence de composés phénoliques.  
Ainsi, nos résultats montrent que dans le cas de produits riches en composés phénoliques 
tels que les pommeaux, les cidres, et certains jus fabriqués à partir de pommes à cidre, 
l’oxydation joue un rôle dans la formation de trouble qui ne peut être occulté. Le contrôle du 
paramètre oxydation, en particulier de celle des polyphénols, semble être un levier d’action 
pertinent. Des traitements par des antioxydants existent et sont d’ores-et-déjà largement 
employés. Bien qu’efficaces, ils ne constituent pas une solution durable pour lutter contre 
l’apparition de trouble puisque l’utilisation d’intrants est aujourd’hui décriée et que les doses 
autorisées risquent de diminuer toujours plus. De plus, nous avons vu lors de l’analyse des 
données de la littérature que l’ajout conjoint de sulfites et d’acide ascorbique était plus 
susceptible d’accélérer la consommation des sulfites que d’améliorer la protection contre 
l’oxydation (voir Travaux Antérieurs, paragraphe 2.4). Par contre, l’adaptation des itinéraires 
technologiques de façon à limiter au maximum l’oxydation semble être un bon moyen de 
réduire l’occurrence des troubles. Dans tous les cas, limiter l’aération des produits dans les 
étapes comprises entre la fin de fermentation et la mise en bouteille, dans le cas des jus de 
pomme et des cidres est sûrement une mesure minimale à mettre en œuvre pour prévenir 
l’apparition de trouble. Le cas du pommeau est plus complexe puisque le vieillissement en fûts 
de chêne est obligatoire pour ces boissons et conduit nécessairement à une oxygénation 
prolongée.  
Enfin, un dernier levier d’action possible est d’agir de façon générale sur le trouble, sans 
cibler un facteur en particulier. Comme dans le cas particulier des protéines qui a été discuté ci-
dessus, une solution peut être de provoquer la formation de trouble, connaissant maintenant 
quelques-uns des facteurs impliqués, de façon à éliminer ce trouble par microfiltration avant la 
mise en bouteille. Cette solution permettrait probablement de gagner quelques précieux mois 
en diminuant la réactivité du mélange. Par exemple, dans le cas du pommeau et du cidre, nous 
avons mis en évidence la réversibilité du trouble avec la température. Ainsi, une microfiltration 
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fine, à froid, de ces boissons permettrait de limiter la réapparition de trouble en bouteille. 
Cependant, comme toutes les techniques entrainant l’élimination de constituants de la boisson, 
il est probable que ce procédé ait un impact sur les qualités organoleptiques et nutritionnelles 
du produit.  
Pour conclure cette discussion, il semble intéressant d’aborder la question des produits 
issus de l’agriculture biologique, qui ne cessent de susciter de plus en plus d’engouement de la 
part des consommateurs. En effet, l’ensemble des résultats de ce travail tend à montrer que ces 
produits sont plus susceptibles d’être instables que les produits issus de l’agriculture 
conventionnelle. D’une part, la conduite du verger en agriculture biologique limite l’utilisation 
de traitements destinés à protéger la plante et le fruit. Il est donc probable que le pommier 
développe particulièrement ses mécanismes de défense par rapport à un pommier recevant plus 
de traitements. Les composés phénoliques, ainsi que les protéines PR sont deux types de 
molécules de défense de la plante, susceptibles d’être produites en grande quantité lorsque 
l’arbre ou le fruit sont soumis à des stress biotiques403-404. Or, nous avons montré l’implication 
de ces deux types de molécules dans la formation de trouble. D’autre part, au cours de la 
transformation, la législation concernant les produits issus de l’agriculture biologique est 
également plus stricte. En particulier, les sulfites y sont autorisés en quantités moindres (par 
exemple 200 mg/L d’anhydride sulfureux pour les cidres en conventionnel contre 85 mg/L en 
biologique9). Ainsi, les produits « bio » sont moins protégés contre l’oxydation, or nous avons 
identifié ce facteur comme prépondérant dans la formation de trouble. Pour ces diverses raisons, 
il apparait donc nécessaire de développer des itinéraires technologiques adaptés à la production 
de boissons cidricoles « bio » de façon à contourner ces sensibilités accrues. 
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 Conclusion et perspectives 
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Les travaux effectués au cours de cette thèse ont permis d’identifier et d’explorer deux 
types de mécanismes à l’origine de la formation de troubles dans les boissons cidricoles.  
D’une part, il a été montré que les produits d’oxydation des composés phénoliques ont 
la capacité de s’auto-associer et d’engendrer la formation de trouble, en particulier dans les 
pommeaux. Parmi ces produits d’oxydation, les composés ayant des liaisons d’oxydation 
intramoléculaires semblent plus impliqués dans la formation d’agrégats que ceux issus de 
couplage intermoléculaire. Ce résultat a été obtenu grâce à une approche peu usitée consistant 
à analyser les marqueurs issus de la dépolymérisation des procyanidines oxydées. Dans les 
conditions testées en solutions modèles, ces troubles issus de l’oxydation de composés 
phénoliques sont partiellement réversibles à la température. Cependant, le confinement des 
molécules au sein des agrégats semble rendre possible la formation de liaisons faisant qu’une 
fraction du trouble devient alors irréversible. C’est la première fois que la formation de ce type 
de trouble, causé par l’oxydation de composés phénolique est étudiée et démontrée. La 
similarité du comportement de réversibilité à la chaleur entre les solutions modèles et le 
pommeau permet, de plus, de valider la pertinence du modèle utilisé. 
D’autre part, l’implication des protéines dans la formation des troubles de jus de pomme 
a été étudiée. Des protéines de défense des plantes aussi nommées « pathogenesis-related 
proteins » ont été fractionnées et identifiées pour la première fois dans des jus de pomme, et 
leur présence dans les troubles a été révélée. Dans les conditions testées, ces protéines, seules 
en solution, ont la capacité de former du trouble, après avoir été soumises à un traitement 
thermique, mais elles ont également la capacité d'interagir avec les composés phénoliques sans 
étape préalable de chauffage. Ainsi, la nature des troubles des jus de pomme riches en protéines 
est certainement comparable à celle des troubles des vins blancs, plus largement étudiés. 
Les résultats obtenus au cours de ce travail, s’ils ont apporté plusieurs éléments de 
compréhension sur les mécanismes de formation des troubles, ont également ouvert de 
nouvelles pistes pour des recherches à venir : 
 Les résultats de l’étude de la composition des troubles ont montré un enrichissement 
en plusieurs métaux dont le cuivre, le fer et l’étain. Cette découverte inattendue 
induit la nécessité d’étudier plus en détail le rôle de ces métaux dans la formation de 
trouble. Sont-ils acteurs dans les mécanismes à l’origine de ces troubles, par 
exemple en catalysant certaines réactions d’oxydation des composés phénoliques ou 
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en formant des ponts entre agrégats par des phénomènes de chélation, ou y sont-ils 
simplement incorporés par interaction avec ses constituants ? 
 Des polysaccharides ont été trouvés dans tous les troubles en quantités assez 
importantes. Nous n’avons pas choisi de nous y intéresser en priorité dans ce travail, 
mais leur rôle dans la formation de ces troubles doit être approfondi d’autant plus 
que certains d’entre eux pourraient avoir une action protectrice, comme en 
témoignent plusieurs travaux présentés dans la partie Travaux Antérieurs. 
 Les mécanismes mis en évidence restent à approfondir, en particulier le cas de 
l’oxydation des composés phénoliques. En effet, nous nous sommes concentrés dans 
ce travail sur les procyanidines mais, les autres familles de composés phénoliques 
étant aussi susceptibles d’être oxydées selon les mêmes mécanismes, d’autres 
marqueurs d’oxydation pourraient être recherchés par LC-MS. De plus, d’autres 
facteurs que la température, comme la composition du solvant (taux d’alcool, pH, 
concentration des sucres), mériteraient d’être étudiés pour leur impact sur ces 
troubles. 
 De même, il serait intéressant de purifier les protéines identifiées dans ce travail puis 
d’étudier individuellement leur comportement dans la formation de trouble. L’étude 
de leurs températures respectives de dénaturation permettrait par exemple d’affiner 
la compréhension de leurs propriétés d’agrégation. 
 Enfin, les interactions entre ces protéines et les procyanidines oxydées pourraient 
également être étudiées de façon à démontrer un éventuel couplage des deux 
mécanismes de formation de troubles mis en évidence dans ce travail. 
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Annexe 1 : Supplementary material pour l’article « Haze in apple-based beverages: detailed 
polyphenol, polysaccharide, protein, and mineral composition” 
 
Figure S1: Proportions of proteins, polysaccharides and polyphenols in hazes. CD: Cider, AJ: Apple 
Juice, PM: Pommeau 
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Annexe 2 : Supplementary data pour l’article “Self-aggregation of oxidized procyanidins 
contribute to the formation of heat-reversible haze in apple-based liqueur wine”  
Table S1: Gradient used for procyanidin purification using HPLC. 
CPC extracts B1C1 DP4 B2 
Targeted compounds PAB1, PAC1 DP4 PAB2 
Elution gradient 
Time (min) %B Time (min) %B Time (min) %B 
0 10 0 10 0 10 
1 10 1 10 1 10 
4 16 20 30 16 16 
6 16 23 90 21 90 
24 24 26 90 24 90 
29 90 28 10 26 10 
32 90 34 10 32 10 
34 10         
40 10         
 
Table S2: Final results of procyanidin purification. 
Name Degree of polymerization Purity (%) Mass obtained (mg) 
PAB2 2 94.7 400 
PAC1 3 96.3 111 
DP4 4 94.7 105 
 
Table S3: Calibration of a 10 NTU solution using light scattering with different laser powers. Laser 
power is expressed in % of the maximum power. Scattering intensity was measured for 2 min, in 
triplicates. Mean values are given in this table. 
Laser power (%) Mean scattering 
intensity 
(kcounts/s) 
50 1971 
60 3006 
70 3829 
80 4611 
90 5212 
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Annexe 3 : Supplementary data pour l’article “Apple pathogenesis-related proteins, 
in interaction with polyphenols, contribute to haze formation in apple juice”. 
 
 
Figure S1: Composition of AJ04 apple juice haze, in % of the total mass of the pellet. 
 
Sugars
Proteins
Polyphenols
Polysaccharides
Unexplained
Composition et mécanismes 
de formation des troubles 
physico-chimiques 
dans les produits cidricoles
Françoise NAU
Professeure, AGROCAMPUS OUEST, UMR INRA-AO STLO / présidente
Sonia COLLIN
Professeure, Université catholique Louvain / rapporteure
Victor DE FREITAS
Professeur, Université de Porto / rapporteur
Francis CANON
Chargé de recherche, INRA / examinateur
Hélène ROGNIAUX
Ingénieure de recherche, INRA / examinatrice
Sylvain GUYOT
Directeur de recherche, INRA / directeur de thèse
Drazen ZANCHI
Maitre de conférences, Université Paris 6 / co-encadrant
Pascal POUPARD
Responsable de projets, IFPC / membre invité, co-encadrant
Thèse AGROCAMPUS OUEST
sous le label de l’Université de Bretagne Loire
pour obtenir le grade de 
DOCTEUR D’AGROCAMPUS OUEST
Spécialité Sciences de l'aliment
Th
ès
e 
B-
31
1 
— 
20
18
-6
 •
 M
IL
LE
T 
M
él
an
ie
Mélanie MILLET 18 mai 2018•
Co
m
po
si
tio
n 
et
 m
éc
an
is
m
es
 d
e 
fo
rm
at
io
n 
de
s 
tro
ub
le
s 
ph
ys
ic
o-
ch
im
iq
ue
s 
da
ns
 le
s 
pr
od
ui
ts
 c
id
ric
ol
es
AGROCAMPUS OUEST • Institut supérieur des sciences agronomiques, 
agroalimentaires, horticoles et du paysage
65 rue de Saint-Brieuc – CS84215 – F-35042 Rennes Cedex
Tél. : 02 23 48 50 00
www.agrocampus-ouest.fr 
ÉCOLE DOCTORALE • Écologie, Géosciences, Agronomie 
et Alimentation (EGAAL)
LABORATOIRE D’ACCUEIL • Unité de recherche INRA 
Biopolymères, Interactions, Assemblages (BIA)
RÉSUMÉ ABSTRACT
Composition et mécanismes de formation des troubles physico-
chimiques dans les produits cidricoles
La formation de troubles physico-chimiques pendant le stoc-
kage de boissons clariﬁ ées préoccupe la ﬁ lière cidricole. Ces 
troubles sont dus à des interactions entre différents consti-
tuants de la boisson, générant des agrégats visibles. Ce tra-
vail présente un double objectif : étudier la composition des 
troubles aﬁ n de déterminer les familles chimiques impliquées, 
puis étudier les mécanismes des interactions responsables 
de l’apparition de ces troubles. Pour cela, la composition des 
troubles a été analysée dans trois boissons cidricoles (cidre, jus 
de pomme et pommeau). Les résultats ont montré l’implication 
des composés phénoliques et ont conduit à l’hypothèse selon 
laquelle l’oxydation de ces composés jouerait un rôle prépon-
dérant dans leur agrégation. Des protéines ont également été 
dosées en grandes concentrations dans des troubles de jus de 
pomme, suggérant leur implication dans leur formation. Ces 
hypothèses ont été vériﬁ ées par deux approches en solutions 
modèles : en modèle pommeau et en modèle jus de pomme. 
Ces travaux ont mis en évidence des troubles de différentes 
natures en fonction de la boisson étudiée. D’une part, les 
troubles des cidres et des pommeaux s’expliqueraient essen-
tiellement par l’auto-agrégation des procyanidines oligomères 
consécutive à leur oxydation. Les marqueurs moléculaires 
impliqués dans la formation de trouble réversible ont pu être 
identiﬁ és. D’autre part, les troubles de certains jus de pomme, 
relativement pauvres en composés phénoliques et riches en 
protéines, seraient provoqués par la dénaturation de protéines 
de défense des plantes qui s’agrègeraient entre elles, en inte-
raction avec des procyanidines oligomères. 
Composition and mechanisms of physico-chemical haze 
formation in apple-based beverages
Physico-chemical haze appearance during storage of clariﬁ ed 
apple-based beverages is a concern for producers. These hazes 
are caused by interactions between several constituents of 
the beverage that lead to the formation of visible aggregates. 
This work had two main goals: analyze the composition of 
hazes in order to determine which families of compounds 
are responsible for their formation, and understand which 
mechanisms are involved. First, the composition of the haze 
gathered from three apple-based beverages (cider, apple 
juice and pommeau) was analyzed. The results revealed the 
implication of phenolic compounds and led to the hypothesis 
that their oxidation was probably one of the main factors 
responsible for haze formation. Proteins were found in quite 
large quantities in some apple juice hazes, which suggests 
their involvement in haze formation in this beverage. These two 
hypotheses have been veriﬁ ed using two model approaches: 
in a model pommeau and in a model apple juice. This work 
evidenced that different kinds of hazes exist in apple-based 
beverages. On the one hand, haze in pommeaux and ciders 
is mainly explained by procyanidin oligomers self-aggregation 
induced by their oxidation, with possible interactions with 
other beverage constituents. On the other hand, haze in some 
apple juices, which probably contain low polyphenol and high 
protein levels, is triggered by “Pathogenesis-Related Proteins” 
denaturation that lead to their self-aggregation, in interaction 
with oligomeric procyanidins. 
Keywords: Aggregation, Interactions, Polyphenols, 
Pathogenesis-Related Proteins
Mots-clés : Agrégation, Interactions, Polyphénols, « Pathogenesis-
Related Proteins »
